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As plantas expostas a condições desfavoráveis acumulam uma série de metabolitos, 
como a prolina. A importância da acumulação de prolina na resposta das plantas ao 
stress está razoavelmente estabelecida na literatura, assim como a caracterização dos 
mecanismos de síntese deste aminoácido e a sua regulação. Contudo, no que diz 
respeito à degradação, muito há ainda por descrever e caracterizar. Neste campo, 
destaca-se a prolina desidrogenase (PDH), que é a primeira enzima interveniente na 
via catalítica da prolina, e que constitui o passo limitativo deste processo. Os estudos 
anteriores referentes à PDH em plantas são relativamente poucos. Contudo, está 
estabelecida a existência de duas isoenzimas de PDH: PDH1 e PDH2; caracterizadas 
em Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum. Uma das isoenzimas, a PDH2, é 
induzida em situação de stress, ao contrário da PDH1, cuja expressão génica é 
reprimida, significando que as duas isoenzimas desempenham diferentes papéis.  
Assim, neste trabalho, pretendeu-se isolar e caracterizar os genes codificantes das 
duas isoenzimas da PDH em duas espécies vegetais de elevado interesse científico, 
Solanum nigrum L., descrita como uma fitorremediadora em potencial, e Solanum 
lycopersicum L., planta agrícola de grande interesse económico, de modo a esclarecer 
o seu perfil molecular e funcional. Escolheram-se três situações para testar: a 
exposição a prolina exógena, a desidratação e a re-hidratação. Também foi elaborada 
uma construção antisense para o silenciamento da PDH e consequente potenciamento 
da acumulação de prolina nas plantas.  
Foi conseguido o isolamento e clonagem dos cDNAs parciais codificantes das duas 
isoenzimas de PDH, que permitiu avançar com os estudos de expressão génica e 
estabelecer a ligação entres a PDH1 e PDH2 de A. thaliana e tabaco e as de S. 
nigrum tendo por base o aumento da expressão do gene PDH B de S. nigrum na 
situação de desidratação, à semelhança com o que acontece com os genes AtPDH2 e 
NtPDH2. Relativamente à atividade enzimática será de interesse explorar melhor no 
futuro, pois verificou-se uma maior atividade na parte aérea do que na raiz, e uma 
diminuição da atividade enzimática na parte aérea em resposta à exposição a prolina 
exógena e à re-hidratação. A construção antisense foi também conseguida, não tendo 
sido possível regenerar plantas em tempo útil.  
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As observações efetuadas neste trabalho fornecem uma importante contribuição para 
o alargamento do conhecimento científico da PDH, e os protocolos que foram 
otimizados estabelecem uma plataforma de base para a continuação e 
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Plants exposed to unfavorable conditions accumulate a series of metabolites, such as 
proline. The importance of accumulation of proline in the plant responses to stress is 
reasonably established in the literature, as well as the characterization of the 
mechanisms of synthesis of this amino acid and its regulation. However, with regard to 
degradation, much remains to describe and characterize. In this field, the enzyme 
proline dehydrogenase (PDH) is highlighted, which is the first to intervene in the 
catalytic pathway of proline, and constitutes the limiting step of this process. Previous 
studies on the PDH in plants are relatively few. However, it is established the existence 
of two isozymes of PDH: PDH1 and PDH2; characterized in Arabidopsis thaliana and 
Nicotiana tabacum. One of them, PDH2, is induced under stress unlike PDH1, whose 
gene expression is suppressed, meaning that the two isozymes play different roles.  
In this work, the isolation and characterization of the genes encoding the two isozymes 
of PDH was sought in two species of high scientific interest, Solanum nigrum L., 
described as a potential phytoremediation tool, and Solanum lycopersicum L., an 
agricultural plant of great economic interest, in order to clarify their molecular and 
functional profile. Three test conditions were chosen: exposure to exogenous proline, 
dehydration and rehydration. An antisense construct for silencing PDH with a 
consequent increased accumulation of proline in plants was also attempted.  
Isolation and cloning of partial cDNAs encoding the two isozymes of PDH was 
achieved, which enabled gene expression studies and to relate the PDH1 and PDH2 of 
A. thaliana and tobacco to the PDHs of S. nigrum, based on the increased expression 
of PDH B gene of S. nigrum in the dehydration situation, similarly to what happens with 
AtPDH2 and NtPDH2 genes. Regarding the enzymatic activity, it will be of interest to 
explore it better in the future, because there was a higher activity in shoots than in 
roots, and a decrease in enzyme activity in shoots in response to the exposure to 
exogenous proline and to rehydration. The antisense construct was also accomplished, 
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The observations made in this study provide an important contribution to the expansion 
of scientific knowledge of PDH, and the protocols optimized establish a platform for the 
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1.1. Stress: do conceito biológico às consequências fisiológicas 
 
O conceito de stress fisiológico foi originalmente avançado por Hans Selye 
(1936, 1956), como uma definição geral aplicada a todos os organismos vivos. Com o 
passar do tempo, vários estudiosos da biologia vegetal foram avançando com 
conceitos aplicados às plantas, fruto das suas observações científicas. Assim, 
surgiram várias definições do stress em plantas, e foi Lichtenthaler (1996) quem, por 
fim, avançou com a unificação dessas definições, avançando que o stress consiste 
«em qualquer condição ou substância desfavorável que influencie negativamente ou 
mesmo bloqueie o metabolismo, o crescimento, o desenvolvimento ou a produtividade 
das plantas». 
São vários os fatores passíveis de conduzir ao estabelecimento de uma 
situação de stress nas plantas, os quais podem ser de variada ordem e tipos, como 
sendo falta de água, excesso de salinidade, temperaturas extremas, concentrações 
tóxicas de iões metálicos e exposição à radiação UV (Hayat et al. 2012). Os danos 
possíveis podem ainda ser potenciados pelo facto de as plantas serem sésseis, isto é, 
permanecerem no mesmo lugar ao longo do seu ciclo de vida, o que leva a que 
estejam sujeitas de sobremaneira a todo o género de circunstâncias adversas, não só 
de caráter abiótico (como são os fatores supramencionados) como também de caráter 
biótico (Flynn, 2013). 
Assim, as plantas foram desenvolvendo ao longo da sua evolução sistemas de 
defesa intrincados e resilientes, de modo a fazer face aos fatores que potencialmente 
constituam uma ameaça à sua homeostasia. Estes mecanismos variam em função do 
tipo de fator envolvido, e podem tanto ser respostas locais como sistémicas. É ainda 
importante referir que alguns desses mecanismos podem ser reversíveis, e ocorrer 
apenas naquele determinado intervalo em que o fator de stress está presente ou como 
resposta a novas condições ambientais – plasticidade fenotípica – ou podem tornar-se 
permanentes, e serem mesmo transmitidos de forma hereditária; neste caso falamos 
de adaptação (Merilä e Hendry, 2013). 
Em todo o caso, a base dos vários mecanismos de defesa encontra-se a nível 
molecular, em sistemas de transdução de sinal (Figura 1.1), que permitem às plantas 
dirigir a sua resposta de forma precisa e com o menor dispêndio de energia possível. 
Consequentemente, grande parte das respostas tem início ao nível da própria célula 
FCUP 
             Clonagem e caracterização molecular e funcional dos genes da Prolina Desidrogenase (PDH) 
em Solanum nigrum L. e Solanum lycopersicum L. 
17 
 
vegetal, e da necessidade desta manter a sua integridade e função. Dependendo das 
necessidades, há várias moléculas que podem ser recrutadas para desempenhar este 
papel; destaca-se, porém, um grupo que tem sido grandemente reportado como muito 
importante neste âmbito, os aminoácidos (Rai, 2002; Sharma e Dietz, 2006). 
 
Figura 1.1 - Vias de transdução de sinal na plantas. Note-se a importância dos fatores de transcrição, que vão levar à 
ativação de genes de resposta ao stress. Retirado de Ahamad et al. 2010. 
 
1.2. Os aminoácidos na resposta das plantas ao stress 
 
Quando expostas a condições que potenciam stress fisiológico, as plantas 
acumulam uma série de metabolitos, como por exemplo, aminoácidos. Como blocos 
construtores das proteínas, os aminoácidos são, por si só, moléculas imprescindíveis 
ao metabolismo de todos os organismos, nomeadamente das plantas. De entre eles, 
há alguns que estão ligados à resposta ao stress (Tıpırdamaz e Karakullukçu, 1993; 
Yang et al. 2000). Esta intervenção pode manifestar-se quer na manutenção do bom 
funcionamento da célula vegetal, quer na eliminação de produtos metabólicos 
decorrentes da alteração do metabolismo. Um dos aminoácidos reportados como 
tendo um importante papel na resposta ao stress pelas plantas é a prolina. 
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1.2.1. Prolina: um aminoácido multifacetado 
 
 O prolina é um aminoácido proteinogénico, isto é, introduzido nas proteínas por 
ação da maquinaria de tradução da célula, em contraste com os aminoácidos não 
proteinogénicos, que não se encontram naturalmente presentes no código genético 
dos organismos e que podem resultar de modificações pós-tradução das proteínas. 
Ainda, pela sua estrutura peculiar, a prolina confere uma rigidez conformacional 
extraordinária às proteínas. Dadas estas duas características, facilmente se antevê a 
importância da prolina para os organismos, sendo essencial para o metabolismo 
primário (Szabados e Savouré, 2009). 
 A acumulação de prolina ocorre em eubactérias, protozoários, invertebrados 
marinhos e plantas depois da exposição a variados tipos de stress (Verbruggen e 
Hermans, 2008). Estes fatores foram já objeto de extensa revisão, sendo que, nas 
plantas, a acumulação de prolina tem sido reportada tanto sob fatores abióticos como 
os mencionados anteriormente, como também sob fatores bióticos (Verbruggen e 
Hermans, 2008; Szabados e Savouré, 2009; Hayat et al. 2012). 
 Existem, nas plantas, dois percursores da prolina, que resultam em duas vias 
biossintéticas distintas: o glutamato e a ornitina. A via do glutamato contribui com a 
maior parte da acumulação de prolina em resposta ao stress (Hayat et al. 2012). Nesta 
via, o glutamato é convertido em prolina através de duas reduções sucessivas, 
catalisadas pelas enzimas pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e pirrolina-5-
carboxilato redutase (P5CR), respetivamente. Na maioria das espécies de plantas, a 
P5CS é codificada por dois genes, enquanto que a P5CR é codificada apenas por um. 
 A degradação de prolina acontece na mitocôndria, pela ação sequencial da 
prolina desidrogenase (PDH), produzindo P5C a partir da prolina, e da P5C 
desidrogenase (P5CDH), que converte o P5C em glutamato. São dois os genes que 
codificam a PDH, enquanto que apenas um codifica a P5CDH, em Arabidopsis 
thaliana e Nicotiana tabacum L. (Kiyosue et al. 1996; Verbruggen et al. 1996; Deuschle 
et al. 2001; Ribarits et al. 2007; Funck et al. 2010). 
 Os níveis intracelulares de prolina são determinados pela biossíntese, 
degradação e transporte entre células e diferentes compartimentos celulares (Figura 
1.2). Segundo previsões bioinformáticas, as enzimas da via biossintética deverão 
localizar-se principalmente no citosol, e as da via catalítica na mitocôndria (Szabados 
e Savouré, 2009), sendo que estas últimas apresentam na sua estrutura sinais de 
endereçamento para a mitocôndria bem reconhecidos. 
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Figura 1.2 - Compartimentalização do metabolismo da prolina, segundo o modelo proposto para as plantas superiores 
por Szabados e Savouré (2009). A via biossintética encontra-se representada pelos traçados a verde e a via catalítica 
pelos traçados a vermelho.  
 
 
 Como já referido, a acumulação de prolina tem sido sugerida como 
contribuindo para a tolerância ao stress de várias maneiras (Figura 1.3).  
Tem sido dada uma atenção considerável ao papel da prolina enquanto 
osmorregulador nas plantas quando sujeitas a stress por falta de água, e é 
comummente aceite o seu papel como soluto compatível, atuando como defesa contra 
o desajustamento osmótico (Hare e Cress, 1997). Além desta característica, a prolina 
contribui para estabilizar estruturas sub-celulares, remover radicais livres e tamponar o 
potencial redox da célula em condições de stress (Ashraf e Foolad, 2007).  
Foi também reportada a função da prolina como chaperone molecular capaz de 
manter a integridade das proteínas e potenciar a atividade de diferentes enzimas (ver 
referências em Szabados e Savouré, 2009).  
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Figura 1.3 - As várias funções da prolina nas plantas. Saliente-se a intervenção da prolina não só como osmoprotetor, 
como também na sinalização e no equilíbrio redox da célula. Retirado de Szabados e Savouré (2009). 
  
 
 O próprio metabolismo da prolina possui características que lhe permitem 
estabilizar a homeostasia celular em situações de stress. A via de biossíntese envolve 
uma alta taxa de consumo de agentes redutores (Hare e Cress, 1997), uma vez que 
requere NADPH para redução do glutamato a P5C e deste a prolina, gerando NADP+ 
que pode ser usado depois como aceitador de eletrões. Quanto à via catalítica, a 
oxidação de prolina acumulada durante o stress, pela PDH e P5CDH, fornece eletrões 
para a cadeia respiratória na mitocôndria, contribuindo para o fornecimento de energia 
necessário para o retomar da atividade metabólica normal (Hare e Cress, 1997; Kishor 
et al. 2005). 
 Apesar de existirem diferenças na acumulação de prolina que são específicas 
de determinadas espécies vegetais, a questão envolvendo o valor adaptativo dessas 
diferenças permanece em aberto. 
 
1.3. Prolina Desidrogenase (PDH) 
 
A prolina desidrogenase (PDH; 1.5.5.2), é uma flavoproteína (isto é, usa FAD+ 
como aceitador de eletrões para gerar FADH2), localizada na matriz interna da 
mitocôndria. Como referido, a PDH intervém no primeiro e limitante passo da 
degradação da prolina, convertendo-a em P5C (Figura 1.4). 
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Figura 1.4 - Reação de conversão da P5C em prolina, pela prolina desidrogenase (PDH). Retirado de:  
http://www.brenda-enzymes.org/.  
 
1.3.1. A chave “desconhecida” da via catalítica 
 
Os dois genes codificando esta enzima em A. thaliana (Funck et al. 2010) e 
Nicotiana tabacum L. (Ribarits et al. 2007), PDH1 e PDH2, encontram-se 
extensivamente caracterizados. A partir das sequências obtidas nestes trabalhos, 
muitas outras foram sendo associadas através de previsões bioinformáticas, à medida 
que os genomas vão sendo sequenciados, sendo que o conhecimento experimental 
desta enzima noutras espécies vegetais é muito vago ou mesmo inexistente. 
A regulação da degradação da prolina nas plantas é um mecanismo ainda 
menos conhecido. Em A. thaliana, sabe-se que a expressão do gene AtPDH1 é ubíqua 
na planta, com os maiores níveis de expressão a serem detetados nos grãos de pólen 
e no estigma (Nakashima et al. 1998). A expressão deste gene é reprimida durante o 
stress osmótico e o stress salino, e induzida pela exposição a prolina exógena 
(Kiyosue et al. 1996; Verbruggen et al. 1996) e durante a re-hidratação (Nakashima et 
al. 1998). Quanto ao gene AtPDH2, ensaios de expressão da região promotora com o 
repórter GUS revelaram atividade principalmente nos tecidos vasculares e nas zonas 
de abcisão imediatamente abaixo dos pistilos ou síliquas, e estudos de expressão 
mostraram uma forte acumulação de transcritos nas folhas senescentes (Funck et al. 
2010). Nas raízes, ambos os genes mostraram elevados níveis de expressão. Ao 
contrário do que acontece com o gene PDH1, a expressão do gene PDH2 de              
A. thaliana é induzida em situação de stress salino (Funck et al. 2010), o que não 
deixa de surpreender, uma vez que o contrário é que seria o esperado. 
Quando comparadas com o que se verificou com os genes PDH de A. thaliana, 
as observações obtidas para os genes PDH de tabaco variam. No caso de plantas 
adultas, o gene NtPDH2 revela níveis de transcritos mais elevados do que o NtPDH1 
em todos os órgãos, com exceção para o pólen maduro, em que os níveis são 
semelhantes (Ribarits et al. 2007). Em plântulas com 3 semanas, ambos os genes se 
mostraram expressos, mas com o NtPDH1 a ter maior acumulação de transcritos do 
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que o NtPDH2. Contudo, ao fim de 1 hora de desidratação, o NtPDH2 revelou 
elevados níveis de expressão, caindo depois para níveis quase indetetáveis ocorridas 
5 horas, com o contrário a verificar-se com o NtPDH1, cuja expressão começa por 
diminuir ligeiramente, mas depois persiste mesmo após as 5 horas de desidratação. 
Em plântulas com 6 semanas, ocorre um padrão oposto às anteriores não tratadas, 
com o NtPDH1 a ser menos expresso que o NtPDH2, nas folhas, caules, e raízes, mas 
com expressão similar no meristema apical. Neste órgão, tal como na desidratação, 
verifica-se uma regulação oposta dos dois genes (Ribarits et al. 2007). Os autores do 
estudo, procurando aprofundar mais a regulação destes dois genes, observaram ainda 
que em plantas adultas sujeitas a desidratação por 1-5 horas, os transcritos do 
NtPDH1 permaneceram em níveis constantes, mas que a expressão do NtPDH2 
aumentou fortemente em resposta ao tratamento. Ainda, o NtPDH2 mostrou-se mais 
expresso em micrósporos sob stress. O claro aumento de expressão do NtPDH2 
durante a desidratação a curto prazo em plântulas e órgãos vegetativos de plantas de 
tabaco jovens parece indicar um padrão de expressão dependente do stress. Contudo, 
esse aumento de expressão do NtPDH2 não se reflete na acumulação de transcritos 
nos órgãos vegetativos de plantas adultas extensivamente desidratadas, que se 
revelou praticamente nula (Ribarits et al. 2007); isto é, aliás, o que seria esperado. 
Note-se ainda que nos órgãos reprodutores desidratados não se verifica a diminuição 
dos transcritos, com o NtPDH1 a revelar forte expressão em pólen maduro, à 
semelhança do que acontece com o AtPDH1, em A. thaliana. 
Das observações anteriores se depreende que há ainda muitas dúvidas quanto 
a definição do papel dos genes da PDH quer ao longo do desenvolvimento das 
plantas, quer na sua resposta ao stress. O que parece estar estabelecido é que os 
dois genes são diferencialmente expressos, e que o seu comportamento varia 
consoante o tipo de stress envolvido. Mais, algumas das alterações são 
aparentemente comuns entre as duas espécies supramencionadas, enquanto que 
outras poderão considerar-se específicas. Contudo, para esclarecer estas inferências, 
mais estudos de caracterização funcional, não só em A. thaliana e tabaco, mas 
noutras espécies vegetais, são absolutamente necessários. 
Sendo já conhecido o “quê” que a PDH faz, muito há, pois, a descobrir para 
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1.3.2. PDH: “alvo” a abater em prole da acumulação de prolina 
 
Estabelecido o papel da prolina na defesa das plantas aos vários tipos de 
stress a que estão sujeitas, é natural pensar que um modo de as tornar mais 
tolerantes e resistentes passa pelo desenvolvimento de métodos que permitam 
aumentar a acumulação de prolina, que naturalmente acontece na presença desses 
fatores desfavoráveis. 
A acumulação de prolina em plantas sob stress é causada quer pela ativação 
da síntese de prolina quer pela inativação da sua degradação (Kiyosue et al.1996). Foi 
reportado que a inibição da degradação da prolina é uma estratégia eficiente para 
conseguir a acumulação de prolina, tendo a maior atenção recaído, neste campo, 
sobre a PDH (Nanjo et al. 2003). 
No que diz respeito ao silenciamento da PDH, a abordagem mais utilizada é a 
da elaboração de construções antisense, recorrendo às sequências conhecidas (Nanjo 
et al. 1999; Kochetov et al. 2004; Ibragimova et al. 2012).  
  
1.4. «Silenciada a PDH, o que fazer a seguir?»: O Melhoramento 
Genético de plantas e a sua aplicabilidade 
 
 As plantas são organismos que indiscutivelmente desempenham um papel 
essencial nos ecossistemas. São de referir os inúmeros serviços que as plantas 
proporcionam, como o fornecimento de compostos para aplicação farmacológica, o 
provimento de alimentos de valor altamente nutricional e ainda a limpeza ambiental, 
quer pela purificação do ar, como também dos solos e da água (fitorremediação). 
 No que diz respeito às espécies de interesse económico, geralmente 
associadas à agricultura, há um grande interesse no progressivo melhoramento das 
suas características, de modo a tornar as culturas mais sustentáveis, aumentar a 
produtividade e potenciar a acumulação de determinados elementos nutritivos 
(Robinson, 2001). Com o avançar dos conhecimentos nas áreas da genética e da 
biotecnologia, têm vindo a surgir novas possibilidades para alcançar esses propósitos, 
nomeadamente a manipulação da expressão de determinados genes de interesse, 
promovendo uma maior ativação ou então provocando o seu silenciamento. Outras 
estratégias passam por introduzir em espécies suscetíveis genes provenientes de 
espécies resistentes ou tolerantes a determinado fator de stress; contudo, há ainda 
algumas reservas em relação às consequências últimas desta tecnologia, com a 
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sempiterna polémica à volta dos organismos geneticamente modificados – OGM’s 
(Wynne, 2001; Marris, 2001; Venetianer, 2010). 
 Também na componente ambiental estes avanços científico-tecnológicos se 
mostram com grande potencial de serem aproveitados, nomeadamente numa área de 
crescente interesse, a fitorremediação (Boyajian e Carreira, 1997). A possibilidade de 
recuperação de solos e águas contaminados recorrendo a plantas e aos seus 
microrganismos associados é uma estratégia atrativa não só no que diz respeito à 
estabilidade dos ecossistemas, como também em termos de menor impacto 
antropológico. Têm aqui especial relevância as plantas hiperacumuladoras, capazes 
de retirar do ambiente e acumular nos seus tecidos (aéreos) elevadas quantidades de 
poluentes e ainda assim manter o seu metabolismo em níveis normais. Contudo, as 
plantas hiperacumuladoras são, não raras vezes, espécies de pequeno porte e, 
consequentemente, produtoras de pequenas quantidades de biomassa. Assim, 
também aqui o melhoramento a nível genético pode ser abordado, por exemplo, no 
desenho experimental de plantas que possam reunir a capacidade hiperacumuladora e 
a produção de elevada biomassa (Rascio e Navari-Izzo, 2011).  
 Dito isto, sendo o silenciamento da PDH realmente efetivo para aumentar a 
acumulação de prolina nas plantas, e esta característica vantajosa para torná-las mais 
resilientes em situações de stress, porque não tentar esta abordagem em plantas que 
se encontram atualmente na “ordem do dia” nas áreas supramencionadas tais como, 
respetivamente, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e a erva-moura (Solanum 
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O conhecimento das vias metabólicas e dos vários intervenientes nas 
respostas ao stress por parte das plantas, além do interesse científico relacionado com 
a ciência básica, chama a si também a atenção por parte da ciência aplicada, 
principalmente se estivermos a tratar de espécies vegetais de interesse económico. 
Tendo em conta estes dois aspetos, foram selecionadas para este trabalho 
duas espécies da família Solanaceae, Solanum nigrum L. e Solanum lycopersicum L.; 
a primeira, a erva-moura, modelo de estudo das plantas hiperacumuladoras de metais 
pesados e a segunda, o tomateiro, uma espécie agrícola de grande importância. 
S. nigrum L. é uma espécie apontada como candidata privilegiada para 
programas de fitorremediação de diversos compostos, além de metais pesados 
(Teixeira et al. 2011; Ferraz et al. 2012), pelo que aumentar ou aperfeiçoar as suas 
respostas de defesa ao stress é absolutamente vantajoso para potenciar ainda mais a 
sua capacidade de descontaminação de locais poluídos. 
No caso de S. lycopersicum L., o aumento da tolerância ao stress provocado 
por vários fatores abióticos poderá abrir portas para o seu cultivo em terrenos com 
salinidade elevada, défice no fornecimento de água ou ainda localizados em zonas 
com variações acentuadas de temperatura ou mesmo contaminados. 
Pelo exposto anteriormente a PDH é um alvo a estudar de modo a ser possível 
a manipulação da acumulação de prolina por inativação da via catabólica, tenho já 
sido usadas estratégias nesse sentido em A. thaliana (Nanjo et. al. 1999, 2003), 
essencialmente. 
Posto isto, os objetivos deste trabalho foram: 
1. Identificar e caracterizar os genes que codificam a PDH em S. nigrum L. e         
S. lycopersicum L., assim como aferir a sua filogenia; 
2. Caracterizar a PDH em termos de expressão génica e atividade enzimática nas 
duas espécies vegetais de modo a apurar a função de cada uma em situação 
de stress e assim associá-las à PDH1 e 2 descritas em A. thaliana e Nicotiana 
tabacum; 
3. Potenciar a acumulação de prolina em situações de stress pelo bloqueio da via 
catalítica, recorrendo para isso ao silenciamento da PDH cuja expressão 
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Material Biológico 
 
2.1.1. Solanum nigrum L. 
 
Sementes de Solanum nigrum L., recolhidas em condições laboratoriais a partir 
de frutos de plantas obtidas em Francos, Portugal (41º9’55’79’’N e 8º38’19’48’’ O), 
foram esterilizadas superficialmente numa solução de etanol a 70%, com agitação 
constante, durante 3 minutos. Posteriormente foram colocadas a germinar em meio 
MS (Duchefa Biochemie, Holanda), a meia força, solidificado com 0,625% (p/v) de 
agar, tendo sido sujeitas a um período de incubação a 4 ⁰C, na obscuridade, durante 2 
dias, para sincronização da germinação (estratificação). Passado este período, 
transferiram-se para uma câmara de crescimento com temperatura constante de 24 
⁰C, e regime fotoperiódico de 16h de luz / 8h de obscuridade, fornecido por lâmpadas 
fluorescentes do tipo “day light”, com uma intensidade de fluxo fotónico de                 
35 µmol m-2s-1.  
Plântulas com aproximadamente uma semana foram colocadas a crescer em 
cultura hidropónica, tendo sido usado como substrato uma mistura de vermiculite e 
perlite na proporção de 2:1. As mesmas foram depois colocadas em câmara de 
crescimento, com as condições supramencionadas, e regadas com solução nutritiva 
de Hoagland (Taiz e Zeiger, 2010) conforme a necessidade.  
Ao fim de um mês de crescimento, as plantas foram recolhidas para a 
execução dos tratamentos necessários. 
 
2.1.2. Solanum lycopersicum L. 
 
Sementes de Solanum lycopersicum L. var. Marmande adquiridas 
comercialmente (Oxadis, França) foram colocadas a germinar em papel de filtro 
humedecido com água e colocadas em câmara de crescimento, com as condições de 
luz e temperatura mencionadas no ponto anterior.  
Plântulas com aproximadamente 4 dias foram colocadas a crescer em cultura 
hidropónica como descrito para S. nigrum. Ao fim de um mês de crescimento, as 
plantas foram recolhidas para a execução dos tratamentos necessários. 
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2.1.3. Tratamentos efetuados em plantas de S. nigrum L. e         
S. lycopersicum L. 
  
Como já referido, plantas de S. nigrum e S. lycopersicum com um mês de 
crescimento foram retiradas da cultura hidropónica, tendo sido removido o substrato e 
as raízes lavadas de modo a retirar o máximo de impurezas.  
Duas plantas de cada espécie foram selecionadas para a situação controlo, 
permanecendo na solução de Hoagland, sem qualquer tratamento; outras duas de 
cada espécie foram colocadas numa solução de prolina 100 mM durante 
aproximadamente 12 horas, e outras duas de cada espécie foram deixadas a 
desidratar, também durante 12 horas. Estas últimas foram depois re-hidratadas, por 
imersão das raízes em água durante cerca de 3 horas.  
Executados os tratamentos, partes das plantas foram congeladas em azoto 
líquido e posteriormente homogeneizadas e reduzidas a pó, também com azoto 
líquido. O material resultante foi acondicionado em tubos cónicos de 50 mL e 
armazenado a -80 ⁰C. 
 
2.2. Identificação e caracterização in silico de sequências da Prolina 
Desidrogenase (PDH) 
 
 2.2.1. Obtenção de sequências de Solanaceae 
 
Como ponto de partida foi feita uma pesquisa de sequências de prolina 
desidrogenase de plantas na base de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
restrita à família Solanaceae.  
Foi obtida uma sequência de S. lycopersicum (XM_004232062), a qual se 
submeteu à ferramenta BLAST do NCBI usando o algoritmo blastn com a opção 
megablast, e limitando mais uma vez a pesquisa às solanáceas. Da lista de resultados 
selecionaram-se mais uma sequência de S. lycopersicum, duas sequências de          
S. tuberosum e duas sequências de N. tabacum. 
Das seis sequências no total (ver Anexo 1), selecionaram-se as de Solanum, 
as quais foram usadas para desenho de oligonucleótidos iniciadores (primers) com 
vista ao processo de clonagem dos genes da PDH deste género. 
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2.2.2. Caracterização filogenética da PDH 
 
Para estabelecer um enquadramento para o estudo da PDH nas espécies 
selecionadas para este trabalho, procurou-se inferir as relações filogenéticas entre as 
várias sequências disponíveis nas bases de dados. Assim, realizou-se nova pesquisa 
de sequências, submetendo a primeira sequência de S. lycopersicum referida no ponto 
anterior à ferramenta BLAST do NCBI, usando o algoritmo blastn. Da extensa lista de 
resultados retiraram-se várias sequências, procurando selecionar as espécies que 
tivessem pelo menos duas sequências de PDH diferentes. Esta pesquisa foi 
complementada com outro BLAST, desta feita usando como termo de procura a 
sequência polipeptídica da proteína da PDH de S. lycopersicum e recorrendo ao 
algoritmo tblastn, o que permitiu obter mais algumas sequências nucleotídicas.  
Foi ainda feita uma pesquisa recorrendo à ferramenta de Blast do Phytozome 
(http://phytozome.org/), base de dados onde se encontram disponíveis vários genomas 
de plantas completamente sequenciados, na tentativa de encontrar mais sequências 
das espécies em que apenas foi encontrada uma sequência de PDH no NCBI. 
O conjunto completo de sequências que foram selecionadas pode ser 
consultado no Anexo 2. Este set foi introduzido no programa de análise MEGA6 
(Tamura et al. 2013), onde as sequências foram alinhadas usando o algoritmo 
ClustalW para codões, e depois usadas para análise filogenética, recorrendo ao 
método Neighbor-joining. A reconstrução com base nas sequências resultou numa 
árvore filogenética, contendo os valores de probabilidade associados às várias 
ramificações. 
 
2.3. Isolamento dos cDNAs parciais codificantes das duas 
isoenzimas da PDH em S. nigrum L. e S. lycopersicum L. 
 
2.3.1. Desenho de oligonucleótidos iniciadores (primers) 
 
As quatro sequências referidas em 2.2.1. foram alinhadas recorrendo à 
aplicação bioinformática de alinhamento de sequências ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e o alinhamento foi posteriormente 
introduzido num programa de desenho de oligonucleótidos iniciadores (primers) 
conservados, o software PrimerIdent (http://primerident.up.pt/primerident_1.htm). Os 
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primers selecionados (Tabela 2.1) foram avaliados quanto aos seus parâmetros 
bioquímicos usando a aplicação Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Tendo sido 
considerados adequados, foram encomendados à firma STABVida (Portugal). 
 
Tabela 2.1 - Primers selecionados para amplificação das sequências dos genes da PDH, a partir das sequências 
disponíveis de espécies do género Solanum. 
 Sequência (5’  3’) 
Tamanho esperado 
do amplificado (bp) 
PDHa Fwd TAAACTCAGCTCCGTCACC 
1245 
PDHa Rev AAAGCCCATCTGCCATACC 
PDHb Fwd GCAAACAAAGTCGTATGTCC 
1311 
PDHb Rev TCTCAGCCCAAATGAAAGC 
 
2.3.2. Extração de RNA total 
 
O RNA total dos diferentes órgãos das duas espécies vegetais foi extraído 
recorrendo ao reagente TRIzol® (Invitrogen, E.U.A), seguindo as instruções do 
fabricante.  
Assim, antecipadamente prepararam-se alíquotas de 50-100 mg de tecido 
vegetal e, conforme o protocolo, para a homogeneização usou-se 1 mL de reagente 
TRIzol®. O passo de homogeneização foi levado a cabo em almofariz, previamente 
tratado com NaOH 0,4 M (para eliminação de eventuais RNases), lavado com água 
desionizada estéril e arrefecido em gelo. O resultado da homogeneização foi depois 
transferido para tubos de 1,5 mL e incubado 5 minutos à temperatura ambiente. Em 
seguida adicionaram-se 0,2 mL de clorofórmio e agitaram-se os tubos vigorosamente 
durante 15 segundos. Sujeitaram-se os tubos a nova incubação à temperatura 
ambiente, durante 2-3 minutos, e depois procedeu-se à centrifugação das amostras a 
12000 g durante 15 minutos a 4 ⁰C. Aproveitou-se a fase aquosa, onde está contido o 
RNA, para um novo tubo de 1,5 mL estéril, e adicionou-se 0,5 mL de isopropanol para 
precipitação do RNA, tendo-se depois incubado os tubos à temperatura ambiente 
durante 10 minutos para que ocorresse a precipitação deste. Seguiu-se uma 
centrifugação a 12000 g durante 10 minutos a 4 ⁰C. O sobrenadante foi removido, 
deixando o sedimento de RNA, que foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Misturaram-se 
as amostras com o auxílio do vórtex e centrifugaram-se as mesmas a 7500 g durante 
5 minutos a 4 ⁰C. Descartou-se o sobrenadante e procedeu-se à secagem do 
sedimento por evaporação total do etanol, recorrendo para isso à UNIVAPO 100H 
(UniEquip, Alemanha), onde as amostras foram sujeitas a 37 ⁰C em vácuo durante 5 
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minutos. Seguiu-se a ressuspensão do RNA em 40 µL de água desionizada estéril e 
livre de RNases e incubando-se os tubos a 55 ⁰C durante 10 minutos. 
Depois da extração, o RNA foi quantificado e o seu grau de pureza avaliado 
espetrofotometricamente, pelas leituras da absorvância a 230, 260 e 280 nm das 
várias amostras, tendo sido usada água desionizada estéril como branco. Calculou-se 
a quantidade de RNA a partir da relação 1 unidade DO260nm = 40 µg de RNA/mL. O 
grau de pureza foi determinado recorrendo à razão Abs260nm/Abs280nm, e para o RNA 
ser considerado puro, esta deverá ser superior a 1,8. A integridade do RNA foi 
analisada por eletroforese em gel de agarose de 300 ng do RNA extraído. 
 
2.3.3. Síntese de cDNA por transcrição reversa 
 
Para obtenção de cDNA para os passos subsequentes, foram realizadas 
reações de transcrição reversa, recorrendo à M-MuLV Reverse Transcriptase 
(NZYTech, Portugal) com o respetivo tampão de reação e, segundo as instruções do 
fabricante, montou-se uma reação sequencial. Assim, seguiu-se para as reações a 
composição indicada na Tabela 2.2. 
 
Tabela 2.2 - Composição das reações de transcrição reversa, com os volumes e concentrações finais usadas. 
Componente Volume (µL) Concentração final 
RNA total - 0,04 µg/µL 
R9 10 µM 6,25 2,5 µM 
dNTPs 10 mM 1,25 0,5 mM 
H2O Até 21,25 --- 
Tampão 10x 2,5 1x 
MuLV RT 1,25 200 U 
Total 25  
 
Em primeiro lugar elaborou-se a mistura inicial, contendo: RNA total (1 µg), 
oligonucleótido iniciador R9 (sequência na Tabela 2.3), dNTPs 10 mM (Thermo 
Scientific, E.U.A) e água desionizada estéril. Os tubos contendo esta mistura foram 
incubados a 65 ⁰C durante 5 minutos para desnaturar possíveis estruturas secundárias 
dos mRNAs, tendo sido depois arrefecidos em gelo durante 1 minuto. Em seguida 
adicionaram-se o tampão de reação e a enzima transcriptase reversa, agitando-se 
levemente os tubos e incubando-os de seguida a 37 ⁰C durante 50 minutos de modo a 
ocorrer a síntese de cDNAs. Para inativação da enzima incubaram-se os tubos a 75 ⁰C 
durante 15 minutos; no final, armazenaram-se os mesmos a -20 ⁰C para utilização 
futura. 
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Tabela 2.3 - Sequência do oligonucleotídeo iniciador R9. 
 Sequência (5’  3’) 
R9 CCAGTCAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTT 
 
2.3.4. Amplificação por PCR 
 
As reações de PCR, para amplificação das sequências parciais dos cDNAs das 
PDH em S. nigrum e S. lycopersicum, foram realizadas utilizando os primers referidos 
em 2.3.1. Foi usada a Supreme NZYTaq DNA Polimerase (NZYTech, Portugal) com o 
respetivo tampão de reação e solução de MgCl2, seguindo a composição da Tabela 
2.4. As reações foram executadas no termociclador SI-96 da Quanta Biotech (Reino 
Unido). 
 
Tabela 2.4 - Composição das reações de PCR para amplificação das sequências dos cDNAs da PDH, com os volumes 
e concentrações finais usadas. 
Componente Volume (µL) Concentração final 
Tampão 10x 2,5 1 x 
dNTPs 10 mM 0,75 0,3 mM 
MgCl2 50 mM 1,125 2,25 mM 
Primer forward 10 µM 1 0,4 µM 
Primer reverse 10 µM 1 0,4 µM 
cDNA 1,25 --- 
Supreme NZYTaq 5 U/µL 0,125 0,625 U 
H2O 17,25 --- 
Total 25  
 
O programa utilizado para as reações de PCR é o que consta da Tabela 2.5. 
 
Tabela 2.5 - Condições de PCR utilizadas para amplificação das sequências dos cDNAs da PDH. 
Desnaturação inicial 95 ⁰C, 5 minutos 
35 ciclos 
94 ⁰C, 30 segundos 
Gradiente: 52 ⁰C – 54 ⁰C, 30 segundos 
72 ⁰C, 1 minuto e 30 segundos 
Extensão final 72 ⁰C, 5 minutos 
 8 ⁰C, ∞ 
 
Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose.  
Depois da corrida eletroforética, o DNA de interesse foi purificado do gel de 
agarose usando o NZYGelpure Kit (NZYTech, Portugal), seguindo as instruções do 
fabricante, tendo o passo de eluição final sido feito em 30 µL. 
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2.4. Clonagem dos cDNAs parciais das PDHs 
 
2.4.1. Ligação dos produtos de PCR ao vetor pJET1.2 
 
Para clonagem dos produtos de PCR utilizou-se o CloneJET™ PCR Cloning Kit 
(Thermo Scientific, E.U.A), tendo sido utilizado o protocolo para a ligação de 
fragmentos com extremidades coesivas, como é o caso dos produtos de PCR obtidos 
com a SupremeNZYTaq DNA Polimerase, que deixa na extremidade 3’ dos 
amplificados uma série de adeninas.  
Seguindo as instruções do fabricante, a reação foi executada conforme consta 
da Tabela 2.6, em dois passos sequenciais: 1) formação de extremidades cegas 
(blunting); 2) reação de ligação. 
 
Tabela 2.6 - Composição da reação de ligação entre os produtos de PCR e o vetor pJET1.2. 
Componente Volume (µL) 
Tampão de reação 2x 10 
Produto de PCR 7 
H2O --- 
DNA Blunting Enzyme 1 
pJET1.2 (50 ng/µL) 1 
T4 DNA Ligase 1 
Total 20 
 
 Em tubos estéreis de 1,5 mL elaborou-se a mistura inicial, contendo o tampão 
de reação, o produto de PCR e a DNA Blunting Enzyme. Foi feita uma alteração ao 
protocolo neste ponto, tendo-se optado por eliminar o volume de água bidestilada 
estéril a colocar, e preencher esse volume com produto de PCR. Os reagentes foram 
misturados com o auxílio do vórtex, e os tubos centrifugados por breves momentos e 
depois incubados a 70 ⁰C durante 5 minutos. Em seguida, arrefeceram-se os tubos em 
gelo, antes de ser executado o segundo passo do procedimento. 
 Mantendo os tubos no gelo, adicionou-se o vetor pJET1.2 e T4 DNA Ligase, 
misturando com o auxílio do vórtex e fazendo uma ligeira centrifugação. De seguida, 
os tubos ficaram a incubar à temperatura ambiente durante 5 minutos. A mistura de 
ligação resultante foi imediatamente usada para a transformação de células 
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 2.4.2. Preparação de células competentes de E. coli DH5α 
 
Para a obtenção de células competentes, começou-se por fazer um riscado de 
E. coli DHα numa placa com LB-agar (ver Anexo 3) sem antibióticos, e incubou-se em 
estufa a 37 ⁰C durante a noite. De seguida inoculou-se uma colónia isolada em 10 mL 
de meio líquido LB (ver Anexo 3) sem antibióticos e incubou-se a 37 ⁰C numa estufa 
termoestática com agitação orbital (200 rpm), durante a noite. No dia seguinte 
inocularam-se 400 mL de LB com a cultura crescida durante a noite e incubou-se a   
37 ⁰C até à DO600nm atingir o valor de 0,6 (cultura em fase exponencial de 
crescimento). Colocou-se a cultura em gelo, e depois centrifugou-se a 1100 g durante 
5 minutos, a 4 ⁰C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 
200 mL de uma solução de CaCl2 50 mM estéril, tendo-se incubado em gelo durante 
30 minutos. Seguiu-se nova centrifugação a 1100 g durante 5 minutos, a 4 ⁰C e, mais 
uma vez desprezando o sobrenadante, ressuspendeu-se o sedimento em 40 mL da 
solução de MgCl2 50 mM estéril, arrefecida. Foram feitas alíquotas de 100 e 500 µL 
em tubos de 1 mL, contendo glicerol estéril numa concentração final de 15%, e as 
mesmas foram guardadas a -80 ⁰C. 
 
2.4.3. Transformação de E. coli DH5α competentes  
 
A 100 µL de células competentes previamente descongeladas em gelo 
adicionou-se 1,7 µL de β-mercaptoeptanol diluído 10x (para uma concentração final de 
25 mM), e incubou-se em gelo durante 2 minutos. De seguida transferiu-se a mistura 
de células competentes para os respetivos tubos contendo as reações de ligação, 
agitou-se suavemente e incubou-se em gelo durante 30 minutos. Terminado este 
período de incubação, provocou-se o choque térmico, mantendo as células a 42 ⁰C 
durante 45 segundos e rapidamente colocando os tubos em gelo durante 2 minutos. 
Depois do choque térmico, adicionou-se 900 µL de meio LB líquido às células e 
incubou-se durante 1 hora a 37 ⁰C, numa estufa termoestática com agitação orbital 
(200 rpm). Depois deste tempo de incubação, centrifugaram-se as células a 1100 g 
durante 2 minutos e as mesmas foram depois ressuspendidas num volume adequado 
de meio LB líquido. Por fim, as células foram plaqueadas em caixas de Petri de LB-
agar suplementadas com ampicilina numa concentração de 50 µg/mL, e colocadas a 
incubar em estufa a 37 ⁰C, durante a noite, em posição invertida. 
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2.4.4. Rastreio das colónias transformadas 
 
Para o rastreio das colónias transformadas, foi extraído o DNA plasmídico das 
mesmas, segundo o descrito por del Sal et al. (1988), com algumas modificações. 
Assim: inoculou-se uma colónia isolada, recolhendo-a com um palito estéril, em 
3 mL de meio LB líquido com ampicilina (50 µg/mL), e incubou-se durante a noite a   
37 ⁰C numa estufa termoestática com agitação orbital (200 rpm). Dessa cultura, 
transferiu-se 1,5 mL para um tubo de 1,5 mL estéril e centrifugou-se durante 20 
segundos à velocidade máxima. Aspirou-se o sobrenadante, e o sedimento foi 
ressuspendido em 200 µL de tampão STET (ver composição no Anexo 3), com o 
auxílio do vórtex. Depois, adicionaram-se 4 µL de lisozima (50 mg/mL) por cada       
1,5 mL de cultura utilizado e misturou-se com o auxílio do vórtex. Incubou-se a 37 ⁰C 
durante 5 minutos e, em seguida, ferveram-se as amostras durante 45 segundos para 
inativar a lisozima e DNases bacterianas. Centrifugou-se 10 minutos à velocidade 
máxima. O sedimento que se formou em cada amostra foi removido com um palito 
estéril, e ao sobrenadante adicionaram-se 200 µL de isopropanol, para precipitar o 
DNA, e misturou-se com o auxílio do vórtex. Centrifugou-se durante 10 minutos à 
velocidade máxima e eliminou-se o sobrenadante. Depois, procedeu-se à lavagem do 
sedimento, adicionando para esse efeito 200 µL de etanol 70% (v/v) sem 
homogeneizar e centrifugou-se à velocidade máxima durante 5 minutos. O 
sobrenadante foi decantado cuidadosamente, e colocaram-se os tubos a secar na 
UNIVAPO 100H (UniEquip, Alemanha), a 37 ⁰C, sob vácuo, durante 5 minutos. 
O DNA foi ressuspendido em 30 µL de água bidestilada estéril contendo 
RNaseA. Tendo sido extraído o DNA plasmídico das colónias, foi verificado se este 
correspondia a um vetor com um fragmento de inserção.  
Para esse feito efetuaram-se reações de restrição, simples e duplas, tendo em 
conta as sequências que serviram de base para desenhar os primers. Para preparar 
as restrições duplas, foram consultadas as aplicações Double Digest 
(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest/; Thermo Scientific, E.U.A) 
e Double Digest Finder (https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-
tools/double-digest-finder; NEB, Canadá). As enzimas de restrição que foram 
utilizadas são da Thermo Scientific (E.U.A) e da New England Biolabs (NEB, Canadá) 
e as reações foram executadas seguindo as instruções dos fabricantes, segundo as 
Tabelas 2.7, 2.8 e 2.9. 
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A combinação NcoI/XhoI foi usada para detetar o fragmento de inserção 
contendo a sequência do gene PDH A, a combinação XhoI/XbaI para detetar o 
fragmento de inserção contendo a sequência do gene PDH B, e a BglII foi utilizada 
para discriminar ambas as situações. 
 
Tabela 2.7 - Composição da reação de restrição dupla usando as enzimas NcoI e XhoI (Thermo Scientific, E.U.A.). 
Componente Volume (µL) 








Tabela 2.8 - Composição da reação de restrição dupla usando as enzimas XhoI e XbaI (NEB, Canadá). 
Componente Volume (µL) 








Tabela 2.9 - Composição da reação de restrição simples usando a enzima BglII (NEB, Canadá). 
Componente Volume (µL) 







As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora, e 
posteriormente analisadas por eletroforese em gel de agarose.  
As colónias cujo padrão de restrição estava em concordância com presença de 
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2.4.5. Sequenciação dos clones presumivelmente positivos 
 
O DNA plasmídico das colónias positivas foi de novo extraído recorrendo ao 
NZYMiniprep Kit (NZYTech, Portugal), seguindo as instruções do fabricante, tendo a 
eluição final sido feita em 30 µL de água bidestilada estéril. Feita a extração, o DNA 
plasmídico obtido foi quantificado em gel de agarose, de modo a calcular o volume 
correspondente a 1500 ng de DNA. Esse volume de miniprep foi transferido para um 
tubo de 1,5 mL estéril, tendo sido completado com água desionizada estéril até 15 µL.  
Os tubos contendo o DNA foram enviados para os laboratórios MWG 
(Alemanha) para este ser sequenciado. Para a sequenciação foi usado o primer T7 
(ver Anexo 4). 
 
2.4.6. Confirmação das sequências por BLAST no NCBI 
 
Tendo os resultados da sequenciação sido enviados pelos laboratórios MWG 
(Alemanha), os mesmos foram submetidos à base de dados do NCBI através da 
ferramenta de BLAST, para se confirmar que as sequências obtidas corresponderiam 
de facto a sequências de PDH. 
 
2.4.7. Obtenção das sequências completas a 3’ dos cDNAs 
das PDHs de S. nigrum e S. lycopersicum por RACE3’ 
 
De modo completar as sequências dos cDNAs dos genes da PDH                        
de S. nigrum e S. lycopersicum, foi desenhado um novo conjunto de primers para 
RACE3’ (“rapid amplification of cDNA 3’ ends”). Este método permite descortinar o 
resto da sequência de cDNA recorrendo a um adaptador com uma sequência definida, 
que se liga na extremidade oposta à usada na amplificação inicial, neste caso, a 
extremidade 3’. Depois, a região entre o adaptador e os primers específicos para as 
sequências é amplificada por PCR. 
O adaptador utilizado foi o primer R10. Os primers específicos para as 
sequências, usando os cDNAs parciais como molde, foram desenhados de modo 
semelhante ao que está descrito em 2.3.1., e as suas propriedades bioquímicas 
avaliadas na aplicação Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/). As sequências do 
adaptador e dos primers encontram-se na Tabela 2.10. 
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Tabela 2.10 - Primers utilizados para RACE 3’. 
 Sequência (5’  3’) 
Tamanho esperado 
do amplificado (bp) 
PDHa RACE Fwd AATTAACACAACCCTTCACCAC 
±1800 PDHb RACE Fwd CGTAACAATACCGACGTTACAA 
R10 CCAGTGAGCAGAGTGACG 
 
Nas reações de RACE3’ foi usada a NZYDNAChange Polimerase (NZYTech, 
Portugal) com o respetivo tampão de reação, seguindo a composição da Tabela 2.11. 
As reações foram executadas no termociclador SI-96 da Quanta Biotech (Reino 
Unido). 
 
Tabela 2.11 - Composição das reações de RACE3’, com os volumes e concentrações finais usadas. 
Componente Volume (µL) Concentração final 
Tampão 10x 2,5 1 x 
dNTPs 10 mM 0,75 0,3 mM 
Primer forward 10 µM 1 0,4 µM 
Primer reverse 10 µM 1 0,4 µM 
cDNA 1,25 --- 
NZYChange 2,5 U/µL 0,25 0,625 U 
H2O 18,25 --- 
Total 25  
 
O programa utilizado para as reações de PCR é o que consta da Tabela 2.12. 
 
Tabela 2.12 - Condições utilizadas para as reações de RACE3’. 
Desnaturação inicial 95 ⁰C, 5 minutos 
35 ciclos 
94 ⁰C, 30 segundos 
58 ⁰C, 30 segundos 
72 ⁰C, 2 minutos 
Extensão final 72 ⁰C, 5 minutos 
 8 ⁰C, ∞ 
 
 
 Os produtos de PCR obtidos foram posteriormente analisados por eletroforese 
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2.5. Avaliação dos níveis de expressão génica por RT-PCR 
semiquantitativo 
  
2.5.1. Princípio da técnica 
 
Para avaliar diferenças de expressão dos genes em estudo recorreu-se a um 
RT-PCR semiquantitativo, o qual compraz duas fases: 1) a reação de transcrição 
reversa para síntese de cDNA; 2) a reação de PCR com primers específicos para o 
gene de interesse. 
 
Procedeu-se à extração de RNA total dos tecidos vegetais das plantas sujeitas 
aos tratamentos descritos em 2.1.3., a qual foi realizada conforme já explanado em 
2.3.2. As reações de transcrição reversa foram executadas conforme descrito em 
2.3.3., tendo-se seguido as reações de PCR, que foram executadas usando a NZYTaq 
DNA Polimerase (NZYTech, Portugal) com o respetivo tampão de reação e solução de 
MgCl2. Foi utilizado o termociclador SI-96 da Quanta Biotech (Reino Unido). 
 
2.5.2. Controlo interno/positivo 
 
Para assegurar que qualquer diferença na intensidade das bandas seria reflexo 
da alteração da quantidade de transcritos presentes em cada situação, e não erro da 
técnica ou do operador, foi usado um controlo interno. Este corresponde a um gene 
cuja acumulação de transcritos não varia de forma significativa de tecido para tecido 
analisado.  
Foi escolhida a tubulina, por já existirem primers desenhados para Solanum e 
um programa otimizado. Assim, os primers usados para a amplificação da tubulina são 
os que constam da Tabela 2.13. 
 
Tabela 2.13 - Primers usados para análise da expressão génica da tubulina por RT-PCR semiquantitativo. 
 Sequência (5’  3’) 
Tamanho esperado 
do amplificado (bp) 
Tub Fwd GCAACCATGAGTGGTGGTACTTG 
500 
Tub Ver CCTTCACCTGTGTACCAATGC 
 
As reações de PCR de amplificação da tubulina seguiram a composição da 
Tabela 2.14, e o programa utilizado foi o que consta da Tabela 2.15. 
FCUP 
             Clonagem e caracterização molecular e funcional dos genes da Prolina Desidrogenase (PDH) 




Tabela 2.14 - Composição das reações de PCR para análise da expressão génica da tubulina. 
Componente Volume (µL) Concentração final 
Tampão 10x 2,5 1 x 
dNTPs 10 mM 0,5 0,2 mM 
MgCl2 50 mM 0,75 1,5 mM 
Primer forward 10 µM 1 0,4 µM 
Primer reverse 10 µM 1 0,4 µM 
cDNA 1,25 - 
NZYTaq 5 U/µL 0,125 0,625 U 
H2O 17,875 - 
Total 25  
 
 
Tabela 2.15 - Condições de PCR utilizadas para análise da expressão génica da tubulina. 
Desnaturação inicial 94 ⁰C, 1 minuto e 30 segundos 
35 ciclos 
94 ⁰C, 30 segundos 
48 ⁰C, 30 segundos 
72 ⁰C, 45 segundos 
Extensão final 72 ⁰C, 3 minutos 
 8 ⁰C, ∞ 
 
 Os produtos de PCR foram posteriormente analisados em gel de agarose. Os 
volumes a carregar no gel foram ajustados de modo a que a intensidade da banda 
obtida, na ordem dos 500 bp, fosse igual nas diferentes situações, tendo esses 
volumes sido registados para depois se terem em conta quando se forem analisar os 
produtos de PCR resultantes da amplificação dos genes da PDH. 
 
2.5.3. Análise da expressão génica da PDH 
 
Para prosseguir com as reações de PCR para investigar a expressão dos 
genes da PDH, foi necessário proceder a novo desenho de primers, usando como 
base as sequências parciais de cDNA das duas espécies obtidas em 2.4. Estes 
primers foram desenhados manualmente e, à semelhança dos anteriores, os seus 
parâmetros bioquímicos foram analisados usando a aplicação Primer3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/). As suas sequências e tamanhos são os que se 
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Tabela 2.16 - Primers usados para a análise da expressão génica das PDH por RT-PCR semiquantitativo. 
 Sequência (5’  3’) 
Tamanho esperado 
do amplificado (bp) 
PDHa Fwd CGTCACCTCTTTCCGCC 
822 bp  
PDH Ver CGGGCTGAATTGCTGTATCT 
747 bp 
PDHb Fwd CGAATGTAACAACACCTACG 
 
As reações de PCR para amplificação dos genes da PDH seguiram a 
composição da Tabela 2.17, e o programa utilizado foi o que consta da Tabela 2.18. 
 
Tabela 2.17 - Composição das reações de PCR para análise da expressão génica das PDH. 
Componente Volume (µL) Concentração final 
Tampão 10x 2,5 1 x 
dNTPs 10 mM 0,5 0,2 mM 
MgCl2 50 mM 0,75 1,5 mM 
Primer PDHa fwd 10 µM 1 0,4 µM 
Primer PDHb fwd 10 µM 1  
Primer reverse 10 µM 1 0,4 µM 
cDNA 1,25 - 
NZYTaq 5 U/µL 0,125 0,625 U 
H2O 16,875 - 
Total 25  
 
 
Tabela 2.18 - Condições de PCR utilizadas para análise da expressão génica das PDH. 
Desnaturação inicial 95 ⁰C, 5 minutos 
35 ciclos 
94 ⁰C, 45 segundos 
48 ⁰C, 30 segundos 
72 ⁰C, 1 minuto 
Extensão final 72 ⁰C, 5 minutos 
 8 ⁰C, ∞ 
 
 
Os produtos de PCR foram posteriormente analisados em eletroforese em gel 
de agarose, tendo sido carregados no gel os volumes anteriormente anotados para a 
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2.6. Deteção da PDH e quantificação da atividade enzimática total  
  
2.6.1. Preparação dos extratos proteicos 
  
No ato da congelação do material vegetal foram feitas alíquotas de 
aproximadamente 500 mg para a parte aérea e raízes. Cada amostra foi 
homogeneizada em almofariz previamente arrefecido em gelo usando 1 mL de tampão 
de extração por cada 500 mg de tecido, com auxílio de areia de quartzo. O tampão de 
extração utilizado tinha a seguinte composição: Tris-HCl 50 mM (pH=7,4), MgCl2         
7 mM, KCl 600 mM, EDTA 3 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM (estes dois últimos 
adicionados apenas no próprio ato de extração, a um determinado volume de   
tampão-base). Usou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (p/v) para quelatar 
compostos fenólicos e assim evitar a oxidação dos tecidos. Os homogeneizados foram 
centrifugados a 13000 g a 4 ⁰C durante 20 minutos, e o sobrenadante aproveitado 
para tubos de 1,5 mL. Os extratos foram ainda sujeitos a uma breve centrifugação a   
4 ⁰C durante 30 segundos para depositar resíduos que tivessem sido transferidos com 
o sobrenadante. 
 
2.6.2. Quantificação das proteínas solúveis 
 
A quantificação proteica foi realizada segundo o método de Bradford (1976). 
Assim, fez-se uma diluição 1:50, num volume final de 150 µL, de cada extrato obtido. 
As reações de quantificação foram feitas em tubos de 1,5 mL. Da diluição do extrato 
retiraram-se 33 µL aos quais se adicionaram 990 µL do reagente Coomassie Plus™ 
Protein Assay (Thermo Scientific, E.U.A). Foram feitos triplicados para cada amostra. 
O branco consistiu em 33 µL de água desionizada, aos quais foram também 
acrescentados 990 µL do reagente. Depois de invertidos os tubos, os mesmos foram 
incubados durante 15 minutos à temperatura ambiente, e depois fez-se a medição no 
espetrofotómetro, a 595 nm, usando uma reta padrão obtida com soluções de BSA 
(albumina bovina sérica) de concentração conhecida. 
 
2.6.3. Ensaio de atividade enzimática 
  
 Com os extratos obtidos em 2.6.1, foram realizados os ensaios de 
determinação da atividade enzimática total da PDH. A mistura de reação foi preparada 
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para 250 µL, consistindo em 170 µL de tampão de reação (Na2CO3-NaHCO3 100 mM, 
pH=10,3), 25 µL de extrato proteico, 50 µL de L-prolina 100 mM (para uma 
concentração final de 20 mM) e 5 µL de NAD+ (para uma concentração final de 1 mM). 
O NAD+ foi usado como iniciador da reação, e a sua redução foi monitorizada no 
espectrofotómetro, a 340 nm durante 5 minutos, usando uma UVette (Eppendorf, 
Alemanha). A atividade da PDH foi expressa em nmoles de NAD por minuto por mg de 
proteína. 
 
 2.6.4. Deteção da PDH por Western blotting 
  
Para a realização de ensaios de western blotting, foram preparados extratos 
das situações controlo e tratamentos como exposto em 2.6.1. e feita a sua 
quantificação proteica segundo 2.6.2.. Depois calcularam-se os volumes equivalentes 
a 50 µg de proteína para a parte aérea e 40 µg de proteína para as raízes, e 
prepararam-se as amostras em tubos de 1,5 mL, adicionando aos volumes de extrato 
apurados o correspondente volume de tampão de amostra (SDS 5x; ver Anexo x), 
fervendo de seguida as amostras durante 3 minutos a 97 ⁰C. 
A separação das amostras proteicas foi efetuada por SDS-PAGE recorrendo ao 
sistema de eletroforese descontínuo de Laemmli (1970), usando géis de poliacrilamida 
desnaturantes (gel concentrador 4% e gel separador 12%), cuja composição se 
encontra na Tabela 2.19. Os componentes encontram-se pela ordem em que foram 
pipetados; o persulfato de amónia (APS) e a tetrametiletilenodiamina (TEMED) são os 
últimos a adicionar à mistura uma vez que são estes compostos que desencadeiam a 
polimerização do gel. 
 
Tabela 2.19 - Composição dos géis concentrador e separador utilizados no SDS-PAGE. 
Gel Concentrador 4% Gel Separador 12% 







Tris-HCl 0,5 M 
(pH=6,8) 
1,25 
Tris-HCl 0,5 M 
(pH=8,8) 
1,25 
SDS 20% 0,025 SDS 20% 0,025 
H2O 3 H2O 1,72 
APS 10% (p/v) 0,050 APS 10% (p/v) 0,025 
TEMED 0,010 TEMED 0,007 
Total 5 Total 5 
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A corrida foi efetuada em tampão Tris-Glicina/SDS 1x (ver Anexo 3), a 15 mA 
por gel, utilizando a unidade de eletroforese mini-vertical SE260 (Hoefer Scientific 
Instruments, E.U.A.). Como marcador de massa molecular foi usado o CSL-BBL Blue 
Eye (Cleaver Scientific, Reino Unido). Decorrida a eletroforese, as proteínas presentes 
nos géis de poliacrilamida foram transferidas para membranas de nitrocelulose usando 
um sistema Hoefer miniVe (Hoefer Scientific Instruments, E.U.A.), em solução de 
transferência (ver Anexo 3) a 25 V e 400 mA, durante 2 horas. 
Foi confirmado o carregamento de igual quantidade de proteína de todas as 
amostras recorrendo à coloração das membranas com Ponceau S. Lavaram-se as 
membranas com PBS 1x para retirar o Ponceau S, e as mesmas foram 
acondicionadas convenientemente para serem enviadas para a Universidade de 
Córdoba na Argentina, onde os ensaios de western blotting foram levados a cabo pela 
equipa de investigação da Dra. María Elena Alvarez, recorrendo a anticorpos 
policlonais anti-ProDH rabbit, por eles sintetizados para a deteção da PDH em           
A. thaliana  (Cecchini et al. 2011). Resumidamente, as membranas foram sujeitas a 
uma solução de bloqueio e incubadas com os anticorpos anti-ProDH rabbit, tendo sido 
usado como anticorpo secundário o anti-rabbit IgG IRDye 800CW (LI-COR 
Biosciences, E.U.A.), e sua emissão detetada recorrendo ao Odyssey Infrared Imaging 
System (LI-COR Biosciences, E.U.A.).  
Os anticorpos anti-PDH detetaram uma banda de 55 kDa em A. thaliana, 
prevendo-se que seja detetada uma banda do mesmo tamanho em S. nigrum L. e     
S. lycopersicum L.. 
 
2.7. Obtenção de plantas de S. nigrum L. e S. lycopersicum L. com 
silenciamento do gene da PDH 
 
 Para estudar o efeito da supressão da PDH dos sistemas vegetais em estudo 
na respetiva acumulação de prolina, foi pensada e elaborada uma construção 
antisense para silenciamento dos genes da PDH. 
 Assim, em primeiro lugar, submeteu-se umas das sequências da PDH obtidas 
para S. nigrum, a da PDH B, à aplicação NEBCutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/; 
NEB, Canadá), para obter o mapa de restrição. Foram usadas as enzimas EcoRI e 
PstI, cujo corte na sequência resulta num fragmento de 585 bp, suficiente para a 
utilização pretendida.  
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Como vetor recetor foi usado o plasmídeo pGreen0229. Para promotor 
selecionou-se o promotor do Vírus do Mosaico da Couve-flor, CaMV 35S, e para 
terminador usou-se um gene truncado da glutamina sintase de batateira, o Stgs1bO. 
Depois, usando o programa SerialCloner®, foram realizadas as análises in silico que 
culminaram com a construção que pode se observar na Figura 2.1. 
 
 
Figura 2.1 - Construção elaborada no SerialCloner®, com as informações in silico do promotor CaMV 35S (azul 
celeste), da sequência em antisense da PDH B de S. nigrum (rosa) e do terminador Stgs1bO (roxo). 
 
 Tendo sido feitas as previsões in silico necessárias, prosseguiu-se com a 
montagem da construção no laboratório. 
 Em primeiro lugar, transformaram-se células de E. coli DH5α competentes com 
os plasmídeos pGreen0229, pCambia1302 (contendo o promotor CaMV 35S), e pSK 
(contendo o terminador Stgs1bO), usando a mesma metodologia que a descrita em 
2.4.3.. A partir das colónias obtidas fizeram-se minipreps puros para extração de cada 
um dos plasmídeos, recorrendo ao NZYMiniprep Kit (NZYTech, Portugal), de acordo 
com as instruções do fabricante. 
 
2.7.1. Clonagem do promotor CaMV 35S no pGreen0229 
  
 Para introdução da primeira peça da construção, o promotor CaMV 35S, no 
pGreen0229, realizaram-se reações de restrição duplas, depois de consultadas a 
condições na aplicação Double Digest Finder (https://www.neb.com/tools-and-
resources/interactive-tools/double-digest-finder; NEB, Canadá).  
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As enzimas de restrição usadas na montagem da construção antisense foram 
todas da New England Biolabs (NEB, Canadá) e as reações foram executadas de 
acordo com as instruções do fabricante, seguindo a composição que consta da Tabela 
2.20. Para esta clonagem foram usadas as enzimas SpeI e XbaI. 
 
Tabela 2.20 - Composição da reação de restrição dupla com SpeI e XbaI para preparação do plasmídeo pGreen0229, 
e para extração do promotor CaMV 35S do plasmídeo pCambia1302. 
Componente Volume (µL) Componente Volume (µL) 
Tampão 2 (NEB) 10x 2 Tampão 2 (NEB) 10x 2 
pGreen0229 3 
pCambia1302 
c/ CaMV 35S 
10 
SpeI 0,5 SpeI 0,5 
XbaI 0,5 XbaI 0,5 
H20 14 H20 7 
Total 20 Total 20 
 
 As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora. Os produtos 
das restrições foram sujeitos a separação eletroforética em gel de agarose, e as 
bandas correspondentes ao pGreen0229 e ao promotor CaMV 35S extraídas e 
purificadas recorrendo ao NZYGelpure Kit (NZY Tech, Portugal), seguindo as 
instruções do fabricante. O volume final de eluição foi de 30 µL. 
 Os produtos da purificação das bandas foram analisados em gel de agarose 
para se apurar os volumes dos DNAs purificados a usar na reação de ligação. Sendo 
que geralmente se usa uma proporção de 1:3 (vetor:insert), decidiu-se usar uma 
proporção de 1:6, uma vez que a banda correspondente ao fragmento de inserção 
(insert) apresentava metade da intensidade da correspondente ao vetor. Foi então 
montada a reação de ligação entre o pGreen0229 e o promotor CaMV 35S num tubo 
de 1,5 mL, com a composição que consta da Tabela 2.21. Foi usada a T4 DNA Ligase 
(NEB, Canadá) com respetivo tampão de reação. Como controlo, foi feita em paralelo 
uma reação sem o insert. 
 
Tabela 2.21 - Composição da reação de ligação entre o plasmídeo pGreen0229 e o promotor CaMV 35S. 
Componente Volume (µL) 
Tampão da Ligase 5x 2 
pGreen0229 1 
CaMV 35S 6 
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 As reações de ligação foram incubadas a 16 ⁰C durante a noite. Depois foram 
usadas para transformar células competentes E. coli DH5α (conforme explicado em 
2.4.3.) e as colónias resultantes foram sujeitas a rastreio para determinar a presença 
do plasmídeo com o fragmento de inserção (seguindo o procedimento explanado em 
2.4.3). Tendo sido extraído o DNA plasmídico, foram executadas reações de restrição, 
com as mesmas enzimas usadas para a clonagem, SpeI e XbaI, segundo a Tabela 
2.22. 
 
Tabela 2.22 - Composição da restrição dupla com SpeI e XbaI para rastreio de colónias positivas para a ligação 
pGreen0229+CaMV 35S. 
Componente Volume (µL) 







As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora e 15 minutos, 
e o resultado foi analisado em gel de agarose. As colónias das quais se conseguiu 
extrair um fragmento da ordem dos 800 bp foram consideradas positivas. 
 
2.7.2. Clonagem do fragmento de PDH B de S. nigrum L. 
  
 Para introdução da segunda peça da construção, o fragmento de PDH B de         
S. nigrum, no pGreen0229 contendo o promotor CaMV 35S, o procedimento foi 
semelhante ao executado para a primeira clonagem. 
 Assim, foi feito um miniprep puro do pJET1.2 contendo o cDNA parcial da          
PDH B de S. nigrum com NZYMiniprep Kit (NZYTech, Portugal), seguindo as 
instruções do fabricante. Em seguida, usando este miniprep puro como insert e o 
miniprep aproveitado da colónia que se revelou positiva em 2.7.3 como vetor, levaram-
se a cabo as reações de restrição com as enzimas necessárias para esta segunda 
clonagem, EcoRI e PstI.  
Contudo, descobriu-se entretanto que com o promotor na primeira clonagem 
veio um fragmento do pCambia1302 contendo um local de restrição PstI, fazendo com 
que a restrição do pGreen0229 com PstI extraísse o promotor já introduzido, o que 
complicou o procedimento subsequente. Tendo isto em conta, foi selecionada como 
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outra enzima para cortar o vetor, em substituição da PstI, a enzima XmaI, mantendo-
se a EcoRI. Esta solução foi complementada pelo uso da enzima Klenow (Thermo 
Scientific, E.U.A.) para tornar blunt as extremidades resultantes do corte com XmaI no 
vetor e PstI no insert, e permitir assim a clonagem direcional e em antisense do 
fragmento de PDH B. 
Posto isto, as reações de restrição foram executadas sequencialmente 
seguindo a composição que se encontra na Tabela 2.23. Primeiro introduziu-se a 
primeira enzima de restrição (XmaI ou PstI), deixando as misturas a incubar a 37 ⁰C 
durante 1 hora. Em seguida procedeu-se à inativação das enzimas de restrição, por 
incubação a 80 ⁰C durante 20 minutos.  
 
Tabela 2.23 - Composição da reação de restrição dupla para preparação do plasmídeo pGreen0229+CaMV 35S, com 
XmaI e EcoRI, e de extração do fragmento de PDH B do plasmídeo pJET1.2, com PstI e EcoRI. 
Componente Volume (µL) Componente Volume (µL) 
Tampão 4 (NEB) 10x 2 Tampão 2 (NEB) 10x 2 
pGreen0229+CaMV 35S 5 
pJET1.2 
c/ PDH B 
5 






Klenow 1 Klenow 1 
dNTPs 1 mM 1 dNTPs 1 mM 1 
EcoRI 0,75 EcoRI 0,75 
Total 20 Total 20 
 
Depois introduziram-se a Klenow e os dNTPs, deixando incubar a 37 ⁰C 
durante 10 minutos. Terminado este período inativou-se a Klenow, incubando as 
misturas a 75 ⁰C durante 10 minutos, e introduziu-se a segunda enzima de restrição, a 
EcoRI, deixando a incubar novamente a 37 ⁰C durante 1 hora. 
O resultado da restrição para obtenção da sequência de PDH B foi analisado 
por eletroforese em gel de agarose, e a banda correspondente ao insert extraída e 
purificada com o NZYGelpure Kit (NZYTech, Portugal), à semelhança do que se fez no 
ponto anterior. O vetor foi sujeito a uma precipitação de DNA com acetato de sódio
2
.  
                                                          
1 
Valores de H2O não contemplam a adição da Klenow e dos dNTPs. 
2
 Ao volume de DNA adicionou-se 1/10 de acetato de sódio 3M (pH=5,2) e 2 volumes de etanol 100%, e depois de 
vortexar incubou-se a -80 ⁰C durante 10 minutos. Seguidamente centrifugou-se à velocidade máxima por 15 minutos a 
6 ⁰C, eliminando-se o sobrenadante. Lavou-se o sedimento com 1 volume de etanol 70% e repetiu-se a centrifugação. 
Secou-se o sedimento e ressuspendeu-se num volume adequado de H2O estéril (20 µL). 
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O insert purificado e o vetor precipitado foram também analisados por 
eletroforese em gel de agarose para determinar os volumes de insert e de vetor a 
utilizar na reação de ligação subsequente. 
Montou-se então a reação de ligação entre o pGreen0229 + CaMV 35S e o 
fragmento de PDH B num tubo de 1,5 mL, com a composição que consta da Tabela 
2.24. 
 
Tabela 2.24 - Composição da reação de ligação entre o plasmídeo pGreen0229+CaMV 35S e o fragmento de PDH B. 
Reagente Volume (µL) 
Tampão da Ligase 10x 1 
pGreen0229+CaMV 35S 0,5 
PDH B 7,5 
T4 DNA Ligase 1 
Total 10 
 
 A reação de ligação foi incubada a 16 ⁰C durante a noite. Depois foi usada para 
transformar células competentes E. coli DH5α e as colónias resultantes foram sujeitas 
a rastreio para determinar a presença do plasmídeo com o fragmento de inserção 
conforme foi feito para a primeira clonagem. Tendo sido extraído o DNA plasmídico, 
foram executadas reações de restrição, com a enzima NcoI, seguindo a composição 
da Tabela 2.25. 
 
Tabela 2.25 - Composição da restrição simples com NcoI para rastreio de colónias positivas para a ligação 
pGreen0229+CaMV 35S+PDH B. 
Componente Volume (µL) 





As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora e 15 minutos, 
e os resultados analisados em eletroforese em gel de agarose. As colónias das quais 
se conseguiu extrair um fragmento da ordem dos 250 bp foram consideradas positivas. 
 
2.7.3. Clonagem do terminador Stgs1bO 
 
Para introdução da terceira e última peça da construção, o terminador 
Stgs1bO, no pGreen0229 contendo o promotor CaMV 35S e o fragmento de PDH B 
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introduzido em antisense, mais uma vez se adotou uma estratégia semelhante à da 
primeira clonagem. 
Na sequência dos positivos para a segunda ligação, foi feito um miniprep puro 
de uma das colónias positivas, assim como pSK contendo o cDNA parcial a 3’ de 
Stgs1bO. Tendo os plasmídeos purificados, prosseguiu-se para as reações de 
restrição usando as enzimas EcoRI e XhoI, seguindo a composição que consta da 
Tabela 2.26. 
 
Tabela 2.26 - Composição da reação de restrição dupla com EcoRI e XhoI para preparação do plasmídeo pGreen0229 
contendo o promotor CaMV 35S e o fragmento de PDH B, e para extração do terminador Stgs1bO do plasmídeo pSK. 
Componente Volume (µL) Componente Volume (µL) 
Tampão 2 (NEB)  
10x 
2 
Tampão 2 (NEB) 
10x 
2 
pGreen0229+CaMV 35S+PDH B 5 pSK c/Stgs1bO 10 
EcoRI 0,5 SpeI 0,5 
XhoI 0,5 XbaI 0,5 
H20 12 H20 7 
Total 20 Total 20 
 
O resultado da restrição do pSK foi analisado por eletroforese em gel de 
agarose, e a banda correspondente extraída e purificada com o NZYGelpure Kit 
(NZYTech, Portugal), em conformidade com o que se fez anteriormente. O vetor foi 
sujeito ao procedimento de precipitação de DNA. Em seguida, o insert purificado e o 
vetor precipitado foram analisados, mais uma vez por eletroforese em gel de agarose, 
para determinar os volumes de insert e de vetor a aplicar na reação de ligação. 
Seguidamente, foi executada a reação de ligação entre o                     
pGreen0229 + CaMV 35S + PDH B e o terminador Stgs1bO num tubo de 1,5 mL, com 
a composição que consta da Tabela 2.27.  
 
Tabela 2.27 - Composição da reação de ligação entre o plasmídeo pGreen0229 contendo o promotor CaMV35S e o 
fragmento de PDH B, e o terminador Stgs1bO. 
Componente Volume (µL) 
Tampão da Ligase 10x 1 
pGreen0229+CaMV 35S+PDH B 0,5 
Stgs1bO 7,5 
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 A reação de ligação foi incubada a 16 ⁰C durante a noite, tendo sido depois 
usada para transformar células competentes E. coli DH5α. As colónias resultantes 
foram sujeitas a rastreio para determinar a presença do plasmídeo com o fragmento 
de inserção conforme foi feito para as duas clonagens anteriores. Depois de extraído o 
DNA plasmídico, foram executadas reações de restrição, com as enzimas EcoRI e 
XhoI, as mesmas usadas para a clonagem, seguindo a composição da Tabela 2.28. 
 
Tabela 2.28 - Composição da restrição dupla com EcoRI e XhoI para rastreio de colónias positivas para a ligação 
pGreen0229+CaMV 35S+PDH B+Stgs1bO. 
Componente Volume (µL) 







As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora e 15 minutos, 
e os resultados analisados em eletroforese em gel de agarose. As colónias das quais 
se conseguiu extrair um fragmento da ordem dos 700 bp foram consideradas positivas. 
 
2.7.4. Confirmação dos elementos da construção 
  
Para confirmação de que as colónias positivas do ponto anterior realmente 
tinham todos os elementos da construção no seu plasmídeo, foram feitas mais 
reações de restrição usando três enzimas: SphI, HincII e NcoI. A composição seguida 
para as reações foi a que consta da Tabela 2.29. 
 
Tabela 2.29 - Composição das restrições confirmativas das colónias positivas para a ligação                



















DNA 5 DNA 5 DNA 5 
SphI 0,5 HincII 0,5 NcoI 0,5 
H2O 12,5 H2O 12,5 H2O 12,5 
Total 20 Total 20 Total 20 
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As reações de restrição foram incubadas a 37 ⁰C durante 1 hora e 15 minutos, 
e os resultados analisados por eletroforese em gel de agarose. 
 
2.7.5. Preparação de células competentes de Agrobacterium 
 
Para a preparação de células competentes para eletroporação de 
Agrobacterium, inoculou-se uma colónia isolada de Agrobacterium tumefaciens 
(estirpe GV3101::pMP90) em 5 mL de meio LB com gentamicina (20 µg/mL). Deixou-
se a cultura a crescer a 28 ⁰C até atingir a saturação (cerca de 2 dias). Depois, 200 mL 
de LB com gentamicina (20 µg/mL) foram inoculados com 1 mL de uma alíquota da 
pré-cultura e deixou-se crescer a 28 ⁰C até uma DO600nm de 0,5-0,6 (fase exponencial 
de crescimento) e deixou-se a arrefecer no gelo durante 1 hora. A partir deste passo, 
teve-se o cuidado de deixar todas as soluções em gelo, e trabalhou-se numa câmara 
de fluxo laminar. Entretanto, 200 mL de tampão HEPES 1 mM e tampão HEPES 1 mM 
com glicerol a 10% (v/v) foram preparados e incubados em gelo. Os 200 mL de cultura 
foram divididos por 4 tubos estéreis de 50 mL e foram centrifugados a 5500 g durante 
10 minutos, a 4 ⁰C. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 
25 mL de tampão HEPES 1 mM arrefecido em gelo, e juntaram-se os sobrenadantes 
em 2 tubos estéreis. Fez-se uma nova centrifugação nas mesmas condições, 
descartou-se novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de cada 
tubo em 25 mL de tampão HEPES 1 mM. De seguida fez-se uma nova centrifugação e 
ressuspendeu-se o sedimento em 20 mL de tampão HEPES 1 mM com glicerol a 10%. 
As amostras foram centrifugadas novamente, o sobrenadante removido, e o sedimento 
ressuspendido em 0,5 mL de tampão HEPES com glicerol a 10%. Por fim, transferiu-
se o homogeneizado para tubos estéreis de 1,5 mL (aproximadamente 50 µL por 
tubo), e depois de congelar em azoto líquido, guardou-se a -80ºC. 
 
2.7.6. Transformação de Agrobacterium por eletroporação 
 
Uma cuvete previamente lavada e seca (SDS 1% (p/v), água corrente e etanol 
70%) foi arrefecida em gelo, assim como as células competentes de Agrobacterium 
tumefaciens GV3101::pMP90 (20 µL). Depois adicionou-se 1 µL de DNA plasmídico 
contendo a construção antisense, e 1 µL de plasmídeo auxiliar pSOUP, e transferiu-se 
todo o conteúdo para a cuvete. Eletroporou-se a amostra num aparelho de 
eletroporação (MicroPulser™; BioRad, E.U.A.) a 2,5 kV durante 4,5 ms. Rapidamente, 
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adicionou-se 1 mL de meio LB e transferiu-se o líquido para um tubo estéril de 1,5 mL. 
Deixaram-se as amostras a recuperar durante 2 horas a 28 ⁰C sem agitação. As 
células foram plaqueadas em meio LB-agar, com canamicina (50 µg/mL), rifampicina 
(25 µg /mL), tetraciclina (10 µg/mL) e gentamicina (50 µg/mL), que ficaram a incubar 
em estufa a 28 ⁰C e em posição invertida até surgirem colónias. 
 
2.7.7. Transformação de explantes de folha de S. nigrum L. e 
S. lycopersicum L. com Agrobacterium 
 
Para a transformação das espécies vegetais em estudo com Agrobacterium 
contendo a construção antisense, optou-se pela utilização de explantes de folha, 
tendo-se começado pela obtenção de plantas estéreis. Para isso, sementes de           
S. nigrum e S. lycopersicum foram desinfetadas superficialmente, primeiro incubando 
em etanol 70% durante 10 minutos, e depois em hipoclorito de sódio 0,5% (p/v) 
durante 5 minutos, invertendo os tubos durante o processo. Fizeram-se 6 lavagens 
com água desionizada estéril e colocaram-se as sementes a secar em papel de filtro 
também estéril. De seguida, distribuíram-se 8-10 sementes por frascos de cultura, 
cada um com 60 mL de meio MS (Duchefa Biochemie, Holanda) a meia força, com 
sacarose (15 g/L), solidificados em agar 0,625% (p/v), previamente esterilizado em 
autoclave. Colocaram-se os frascos na obscuridade durante 2 dias, a 4 ⁰C, e passado 
este intervalo de tempo, transferiram-se os mesmos para a câmara de crescimento, 
nas condições referidas em 2.1.1., e passadas 4 semanas, as plântulas foram usadas 
para o procedimento de transformação. 
Assim, prosseguiu-se com a preparação da suspensão de Agrobacterium. Uma 
colónia isolada foi usada para inocular 5 mL de LB com canamicina (50 µg/mL), 
rifampicina (25 µg/mL), tetraciclina (10 µg/mL) e gentamicina (50 µg/mL), e incubou-se 
a 28 ⁰C durante a noite, numa estufa termostática com agitação orbital (200 rpm). No 
dia seguinte, centrifugou-se a cultura a 1100 g durante 10 minutos e ressuspendeu-se 
o sedimento em meio TMS (ver Anexo 3) com acetoseringona 100 µM, para uma 
DO600nm compreendida entre 0,6 e 1. Com a suspensão pronta, prepararam-se os 
explantes de folha para a transformação. No caso de S. nigrum, cortaram-se as folhas 
das plântulas em quadrados de 0,5 - 1 cm contendo a nervura central; no caso de S. 
lycopersicum, foram cortadas tiras de folha até 5 mm. 
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Os explantes foram incubados na suspensão bacteriana durante 20 minutos, 
com agitações suaves e ocasionais. Terminada a incubação dos explantes, estes 
foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso da suspensão bacteriana, e 
depois transferidos para placas com meio TMS-agar (ver Anexo 3) suplementado com 
canamicina (200 µg/mL), augmentim (400 µg/mL) e fosfinotricina (10 µg/mL), e 
colocados em câmara de crescimento, nas condições já referidas. A fosfinotricina foi 
incluída para selecionar os tecidos transformados. 
 
2.8. Eletroforese em gel de agarose 
 
As amostras de ácidos nucleicos obtidos ao longo deste trabalho foram 
analisadas em gel de agarose 0,8% (p/v) em TAE 1x corado com GreenSafe Premium 
(NZYTech, Portugal). A separação eletroforética foi realizada a 300 V, com 
amperagem não limitante, durante 10 minutos, e usando TAE 0,25x como tampão de 
corrida. Em casos em que uma separação mais rigorosa era crucial, fizeram-se 
eletroforeses em gel de agarose 1,5% (p/v), e a separação decorreu a 60 V, com 
amperagem não limitante, durante 1 hora e 30 minutos, e usando TAE 1x como 
tampão de corrida. As amostras foram complexadas com tampão de amostra, de RNA 
ou DNA conforme o caso, cujas composições constam do Anexo 3. Como marcadores 
de tamanho molecular foram usadas a 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, E.U.A.) e a 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, E.U.A.). 
 
2.9. Análise estatística 
 
A análise dos dados resultantes dos ensaios de atividade enzimática da PDH 
foi realizada recorrendo ao programa Prism® 5 (GraphPad Software, Inc.). Os valores 
das médias apresentados consistem em resultados de triplicados biológicos. A 
significância das diferenças entre os valores das médias foi comparada usando o teste 
t-Student, assumindo uma distribuição bi-caudal. Foram consideradas diferenças 
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3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Identificação e caracterização in silico das sequências da 
Prolina Desidrogenase (PDH) 
 
No início deste trabalho, depois de consultada a literatura e dada a escassez 
de informação relativamente às isoenzimas de PDH existentes em outras espécies 
para a além de A. thaliana e N. tabacum, foi feita a pesquisa de sequências de cDNA 
que codificam PDHs recorrendo às bases de dados NCBI e Phytozome. Com esta 
pesquisa pretendeu-se estabelecer um ponto de partida para a identificação e 
caracterização dos genes que codificam a PDH nas espécies vegetais em estudo,         
S. lycopersicum e S. nigrum. 
Submetendo as sequências obtidas à base de dados de domínios conservados 
do NCBI, foi possível verificar que todas elas possuem, putativamente, um domínio de 
prolina desidrogenase (pfam01619: Pro_dh). Na Figura 3.1 encontra-se o resultado 
obtido para a uma das sequências previstas de S. lycopersicum, a título de exemplo. 
As restantes sequências analisadas constam dos Anexos 1 e 2. 
 
 
Figura 3.1 - Domínios conservados identificados na sequência prevista de uma das PDHs de S. lycopersicum. 
 
Feita esta análise preliminar, com as sequências de PDH obtidas foram 
seguidas duas abordagens: 1) alinhamento das sequências do género Solanum 
(Anexo 1) para desenho de primers específicos; 2) análise filogenética de um conjunto 
alargado de sequências (Anexo 2) de várias espécies vegetais.  
Os primers obtidos foram já apresentados na secção de Materiais e Métodos. 
O programa utilizado, o PrimerIdent (Pessoa et al. 2010), destaca-se como uma 
aplicação que permite o desenho de primers conservados utilizando o alinhamento das 
sequências, permitindo a execução desta tarefa de um modo simples e versátil. 
No que diz respeito à análise filogenética, esta foi realizada recorrendo ao 
programa MEGA6, usando o método Neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987), tendo-se 
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obtido a árvore filogenética que consta da Figura 3.2. Foi utilizado um conjunto de 29 
sequências. Esta análise não se pretendeu exaustiva, tendo sido selecionadas 
espécies de 3 famílias de Dicotiledóneas. Como outgroup utilizaram-se as sequências 
de Physcomitrella patens. 
 
 
Figura 3.2 - Análise filogenética das sequências de cDNAs que codificam PDH de várias espécies de plantas. O 
conjunto das sequências utilizadas pode ser consultado no Anexo 2. 
  
Observando a árvore obtida, a primeira consideração que é possível fazer é a 
divisão das sequências por famílias. Uma primeira ramificação separa as sequências 
de Brassicaceae das restantes, e numa segunda ramificação dá-se a separação entre 
as sequências de Solanaceae e as de Fabaceae. Depois, dentro de cada família, 
verifica-se a separação das sequências em dois conjuntos, devida possivelmente a 
 Glycine max PDH (Glyma13g07110.2)
 Glycine max PDH (Glyma19g05570.2)
 Glycine max PDH (Glyma19g05580.1)
 Phaseolus vulgaris PDH (Phvul.004G047900.1)
 Phaseolus vulgaris PDH (Phvul.002G300800.1)
 Cicer arietinum PDH( LOC101497224)
 Cicer arietinum PDH (LOC101498535)
 Cicer arietinum PDH (LOC101492274)
 Phaseolus vulgaris PDH (Phvul.008G022000.1)
 Glycine max PDH (Glyma18g51400.1)
 Glycine max PDH (Glyma08g28460.1)
 Solanum lycopersicum PDH(Solyc02g089630.2.1)
 Solanum tuberosum PDH (PGSC0003DMT400026049)
 Solanum lycopersicum PDH (Solyc02g089620.2.1)
 Solanum tuberosum PDH (PGSC0003DMT400026051)
 Nicotiana tabacum PDH1 (AY639145.1)
 Nicotiana tabacum PDH2 (AY639146.1)
 Arabidopsis thaliana PDH2 (At5g38710)
 Capsella rubella PDH (Carubv10004722m)
 Brassica rapa PDH (Bra028202)
 Eutrema salsugineum PDH (Eutsa v10027738mg)
 Brassica rapa PDH (Bra020731)
 Brassica rapa PDH (Bra036196)
 Eutrema salsugineum PDH (Eutsa v10004065mg)
 Arabidopsis thaliana PDH1 (At3g30775)
 Capsella rubella PDH (Carubv10017074m)
 Physcomitrella patens PDH (Pp1s26 228V6.1)
 Physcomitrella patens PDH (Pp1s64 163V6.1)
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uma duplicação dos genes da PDH, observação que parece apoiar a premissa de que 
existirão duas isoenzimas de PDH em cada espécie vegetal. 
 Outro aspeto a realçar, neste conjunto de sequências, diz respeito à existência 
de mais do que uma sequência diferentemente anotada dentro do mesmo grupo, para 
determinadas espécies, nomeadamente Glycine max, Cicer arietinum, Brassica rapa e 
Physcomitrella patens, para as quais se encontraram três ou mais sequências que, 
alinhadas, à primeira vista são muito semelhantes. Contudo, uma análise mais cuidada 
poderá revelar que estas sequências, aparentemente “iguais”, na realidade codificam 
PDHs diferentes; isto aponta no sentido de que existirão vários genes codificantes das 
duas isoenzimas da PDH,  uma vez que as sequências acompanham a separação em 
dois grupos que ocorre depois da separação por famílias. Assim, coloca-se a hipótese 
de não haver apenas dois genes, um codificando cada isozenzima, mas vários genes 
codificando cada uma delas, dependendo da espécie vegetal em questão. 
 No caso de N. tabacum, as duas sequências utilizadas resultaram de um 
trabalho experimental (Ribarits et al. 2007), tendo sido descritas como codificando as 
duas isoenzimas da PDH de tabaco. Contudo, na filogenia obtida, estas sequências 
não se separam uma da outra, ao contrário do que acontece, por exemplo, com as de 
A. thaliana. Ao invés disso, ficam juntas num dos dois grupos que se formam dentro 
das Solanaceae, levantando a questão sobre se realmente se tratam de sequências 
codificantes de produtos génicos diferentes, ou se codificarão, afinal, o mesmo 
produto. 
 A partir da árvore filogenética é possível, portanto, avançar com duas 
inferências: 1) a separação das sequências dentro de cada família em 2 grupos 
distintos parece sustentar a existência de duas isoenzimas de PDH nas plantas 
superiores; 2) não é possível relacionar diretamente as isoenzimas de PDH de A. 
thaliana com as das outras espécies vegetais pertencentes a outras famílias que não 
as brassicáceas. Dado que a análise filogenética não fornece qualquer pista sobre a 
qual das isoenzimas de PDH cada sequência analisada corresponde, são necessários 
estudos de expressão génica para ser possível relacioná-las com a PDH1 e PDH2 de 
A. thaliana e N. tabacum, para as quais estão descritas diferenças ao nível da 
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3.2. Isolamento dos cDNAs parciais codificantes das duas 
isoenzimas da PDH em S. nigrum L. e S. lycopersicum L. 
 
 Partindo então da hipótese de que existem duas isoenzimas da PDH, 
procedeu-se à obtenção dos cDNAs parciais codificantes para as duas espécies 
vegetais em estudo, S. lycopersicum e S. nigrum. Para isso foram desenhados primers 
específicos usando as sequências do género Solanum referidas em 2.2.1., e 
procedeu-se à extração de RNA da parte aérea e raízes de S. lycopersicum e S. 
nigrum. Estes RNAs foram quantificados e a sua concentração e integridade avaliadas 
por eletroforese em gel de agarose (Figura 3.3). Tendo em conta a intensidade das 
bandas obtidas foram reajustados os volumes de RNA a usar nas reações de 
transcrição reversa (RT), para assegurar que se utilizaria a mesma massa de RNA 












Figura 3.3 - Exemplo de uma separação eletroforética típica em gel de agarose (0,8% (p/v)) de 300 ng das preparações 
de RNA total extraído da parte aérea (1 e 2) e de raízes (3 e 4) de S. lycopersicum e S. nigrum, respetivamente. 
 
 
 Com os cDNAs obtidos das reações de transcrição reversa, executaram-se 
vários PCRs para tentar conseguir a amplificação dos cDNAs parciais das PDHs de S. 
lycopersicum e S. nigrum, nomeadas como PDH A e PDH B até se encontrar 
correspondência com a PDH1 e PDH2 de A. thaliana. Eram esperados amplificados de 
1245 bp para a PDH A e de 1311 bp para a PDH B, o que veio a conseguir-se para a 





1 2 3 4 
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Figura 3.4 - Análise por eletroforese em gel de agarose (0,8% (p/v)) dos produtos das reações de PCR realizadas para 
a amplificação dos cDNAs parciais da PDH. A) PDH A; B) PDH B. 1: S. lycopersicum - Parte aérea; 2: S. nigrum - Parte 
aérea; 3 - S. nigrum - Raízes. M: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, E.U.A.). 
 
 
 Os amplificados foram extraídos e purificados do gel de agarose e depois 
clonados no vetor pJET1.2. As ligações foram usadas para transformar E.coli DH5α e 
os plasmídios subsequentemente extraídos dos clones positivos enviados para 
sequenciar. As sequências obtidas foram confirmadas como sendo de PDH através de 
uma análise Blast no NCBI, e seguidamente alinhadas com as sequências previstas 
de S. lycopersicum a fim de averiguar a semelhança entre elas (Figuras 3.5 e 3.6). 
As sequências de S. lycopersicum e S. nigrum experimentalmente obtidas 
apresentam um grande grau de semelhança às sequências previstas de S. 
lycopersicum, confirmando que foram isolados com sucesso os cDNAs parciais 
codificantes das PDHs destas duas espécies vegetais. Em relação à PDH B, não 
foram sequenciados clones contendo o cDNA de PDH B de S. lycopersicum, pelo que 
a comparação é feita apenas entre a sequência prevista de S. lycopersicum e o cDNA 
obtido de S. nigrum. Estas sequências são também muito semelhantes, o que seria de 
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
SlycPDH1_PREDICTED      ATGGCCAATAAAGTTTTTTGTCCGAAACTCCTTAAGAACCTCGGATTTCATGTCCGCCGT 60 
SlycPDH.A               ATGGC---TCGAGTTTTTCAGC-----------AAGA----------------------- 23 
SnigPDH.A               -GGGC---TCGAGTTTTTCAGC-----------AAGA----------------------- 22 
                          ***   *  *******   *           ****                        
SlycPDH1_PREDICTED      TTAAACTCAGCTCCGTCACCTCTTTCCGCCGTCCCACCGCTAAATTTTACTGGCGATTTT 120 
SlycPDH.A               TTAAACTCAGCTCCGTCACCTCTTTCCGCCGTCCCACCGCTAAATTTTACTGGCGATTTT 83 
SnigPDH.A               TTAAACTCAGCTCCGTCACCTCTTTCCGCCGTCCCACCGTTAAATTTCACTGGAAATTTT 82 
                        *************************************** ******* *****  ***** 
SlycPDH1_PREDICTED      AACGCCGT------------GGAACCCGCACAACAAATTAACACAACCCTTCACCACC-- 166 
SlycPDH.A               AACGCCGT------------GGAACCCGCACAACAAATTAACACAACCCTTCACCACC-- 129 
SnigPDH.A               AACGCCGTACCAAATTTGGTGGAACCAGCATCTCAAATTAACACAAACCACCACCACCTC 142 
                        ********            ****** ***   ************* **  *******   
SlycPDH1_PREDICTED      ----ACCACGACCATCA---------CAACATTATCAATTTCGATGATGTTAAGGAGCTT 213 
SlycPDH.A               ----ACCACGACCATCA---------CAACATTATCAATTTCGATGATGTTAAGGAGCTT 176 
SnigPDH.A               CACCACCACGACCACCATAATACTAACAACATTATCAATTTCGATGATGTTAAGGAGCCT 202 
                            ********** **         ******************************** * 
SlycPDH1_PREDICTED      TTCTACGGTGTTCCCACCACGAAACTGATTCGATCTTCGATGACGTTACAAATGGCTGCT 273 
SlycPDH.A               TTCTACGGTGTTCCCACCACGAAACTGATTCGATCTTCGATGACGTTACAAATGGCTGCT 236 
SnigPDH.A               TTCTACGGCGTTCCGACCACAAAACTGATTCGATCATCGATGACGTTACAAATGGCTGCG 262 
                        ******** ***** ***** ************** ***********************  
SlycPDH1_PREDICTED      ATTGATCCCATGGTTGATTTGGGCATGTGGGTAATGAATTCTAAACTTATGGAAATGCCT 333 
SlycPDH.A               ATTGATCCCATGGTTGATTTGGGCATGTGGGTAATGAATTCTAAACTTATGGAAATGCCT 296 
SnigPDH.A               ATTGATCCAATGGTTGATTTGGGTATGTGGGTAATGAATTCTAAACTTATGGAAATGCCT 322 
                        ******** ************** ************************************ 
SlycPDH1_PREDICTED      ATTTTTAGGGAGGTTATTCTTGGGTTTGTTAAAAATACATTTTATGAACATTTTTGCGCC 393 
SlycPDH.A               ATTTTTAGGGAGGTTATTCTTGGGTTTGTTAAAAATACATTTTATGAACATTTTTGCGCC 356 
SnigPDH.A               ATTTTTAGGGAGGTTATGCTTGGGTTTGTTAAAACCACATTTTATGAACATTTTTGTGCT 382 
                        ***************** ****************  ******************** **  
SlycPDH1_PREDICTED      GGCAAAGACTTAACGGAAGCTAGACGGACCGTTACTAATCTATCGGATTCTGGGTTAAAA 453 
SlycPDH.A               GGCAAAGACTTAACGGAAGCTAGACGGACCGTTACTAATCTATCGGATTCTGGGTTAAAA 416 
SnigPDH.A               GGTAAAGACTTAACGGAAGTCCGACGGACCGTTACGAATTTATCTGATTCGGGTTTAAAA 442 
                        ** ****************   ************* *** **** ***** ** ****** 
SlycPDH1_PREDICTED      GCCATGCTTGATTATGGGGTGGAACATGCCACCGATAATGAATCTTGTGAACAGAGTACT 513 
SlycPDH.A               GCCATGCTTGATTATGGGGTGGAACATGCCACCGATAATGAATCTTGTGAACAGAGTACT 476 
SnigPDH.A               GCCATGCTTGATTATGGGGTGGAACATGCCACCGATAATGAATCTTGTGAACAGAGTACA 502 
                        ***********************************************************  
SlycPDH1_PREDICTED      GCGGCGTTTATTCAAACGATTGAATCAACCAAATCACTTCCCGAATCTTCTGCAAGTTTT 573 
SlycPDH.A               GCGGCGTTTATTCAAACGATTGAATCAACCAAATCACTTCCCGAATCTTCTGCAAGTTTT 536 
SnigPDH.A               ACGGCGTTTATTCAAACGATTGAATCAACAAAATCACTTCCGGAATCTTCTGCTAGCTTT 562 
                         **************************** *********** *********** ** *** 
SlycPDH1_PREDICTED      GTGGTAGCAAAGATAACTGCTATTTGTACCCCAAGGCTTCTCAAAAGAATGAGTGATTTG 633 
SlycPDH.A               GTGGTAGCAAAGATAACTGCTATTTGTACCCCAAGGCTTCTCAAAAGAATGAGTGATTTG 596 
SnigPDH.A               GTGGTAGCGAAGATAACTGCAATTTGTACACCAAGGCTTCTCAAAAGAATGAGTGATTTG 622 
                        ******** *********** ******** ****************************** 
SlycPDH1_PREDICTED      TTAAGATGGGAACAGAAAGATCCATCATTTAATCTTCCATGGAAGCGAGAGTCGCTTCCC 693 
SlycPDH.A               TTAAGATGGGAACAGAAAGATCCATCATTTAATCTTCCATGGAAGCGAGAGTCGCTTCCC 656 
SnigPDH.A               TTAAGATGGGAACAGAAAGATTCATCGTCCAATCTTCCATGGAAGCAAGAGAGTCTTCCA 682 
                        ********************* **** *  **************** ****   *****  
SlycPDH1_PREDICTED      CTTTTCGCCGAATCGAGCCCTGTTTATCACACTTGTAGCAAACCAGAGCCTCTATCGGTA 753 
SlycPDH.A               CTTTTCGCCGAATCGAGCTCTGTTTATCACACTTGTAGCAAACCAGAGCCTCTATCGGTA 716 
SnigPDH.A               CTTTTCGCCGAATCGAGCCCTGTTTATCACACTTCTAGAAAACCAGAGCCTCTAACCGTA 742 
                        ****************** *************** *** *************** * *** 
SlycPDH1_PREDICTED      GAGGAAGAGCGTGATCTTCAATTAGCTCATGAAAGACTTAGAAAAATTTGCGAGAAATGT 813 
SlycPDH.A               GAGGAAGAGCGTGATCTTCAATTAGCTCATGAAAGACTTAGAAAAATTTGCGAGAAATGT 776 
SnigPDH.A               GAGGAAGAGCGTGATCTCCAATTAGCTCATGAAAGACTTAGGAAAATTTGTGAGAAATGT 802 
                        ***************** *********************** ******** ********* 
SlycPDH1_PREDICTED      TTGGAACATGAAGTTCCATTACTAATTGATGCGGAAGACACAACCATTCAACCTGCAATT 873 
SlycPDH.A               TTGGAACATGAAGTTCCATTACTAATTGATGCGGA-GACACAACCATTCAA--------- 826 
SnigPDH.A               TTGGAACATGATGTTCCTTTACTAATTGATGCGGAAGATACAACAATTCAGCCCGCTATC 862 
                        *********** ***** ***************** ** ***** *****           
SlycPDH1_PREDICTED      GATTATTTTGCGTATTCAGCAGCAATTAAGTATCACAAAGATGATCAGCCTTTGATATTC 933 
SlycPDH.A               ------------------------------------------------------------ 
SnigPDH.A               GATTATTTTGCGTATTCTGCAGCAATTAAGTATCACAAAGATGATCAGCCTTTGATTTTC 922 
                                                                                     
SlycPDH1_PREDICTED      GGAACAATTCAAGCTTACTTGAAGGACGCCAAGGAACGAATGGTTATTGCGAAAAAGGCT 993 
SlycPDH.A               ------------------------------------------------------------ 
SnigPDH.A               GGAACAATTCAGGCTTACTTGAAG-ACG-------------------------------- 949 
(…) 
Figura 3.5 - Alinhamento das sequências dos cDNAs parciais de PDH A de S. lycopersicum e S. nigrum com a 
sequência prevista de PDH1 de S. lycopersicum. O sombreado a amarelo representa as zonas comuns às três 
sequências. 
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
SlycPDH2_PREDICTED      ATGGCAAACAAAGTCGTATGTCCAAAGGTTTTTCGTGACCTCCGACGATTCGCTCGATGT 60 
SnigPDH.B               ATGGCAAACAAAGTCGTATGTCCAAAGTTTTTTCGTGATCTCCGACGTTTTGCTCGGTGT 60 
                        *************************** ********** ******** ** ***** *** 
SlycPDH2_PREDICTED      CTAAACACAGCTCCGACTGTCCCACCTATGAATTTCACCGGCAACTATGGTTCTACGAAC 120 
SnigPDH.B               CTAAACACGGCTCCGACTGTCCCTCCGATGAATTTCACCGGCAATTATGGTGCTACGAAT 120 
                        ******** ************** ** ***************** ****** *******  
SlycPDH2_PREDICTED      GTAACAATACCGACGTTACAACCTACGGACCAAATATTAGTCAATCCTGAGAAAAAAGTA 180 
SnigPDH.B               GTAACAACACCTACGTTACAACCTACAGATCAAATATTAGTCGATCCTGATAAAAAAGTG 180 
                        ******* *** ************** ** ************ ******* ********  
SlycPDH2_PREDICTED      CTCAATTTTGATGATGTTAAAGAGTTGTTTACGGGTGTATCCACCTCGAAGTTGATTAGA 240 
SnigPDH.B               ATCAATTTTGATGATGTTAAGGAGTTGTTTACGGGTGTGTCTACTGCAAAGTTGATTAAA 240 
                         ******************* ***************** ** **  * ********** * 
SlycPDH2_PREDICTED      TCATCGTTAACACTTCAAATGGCATCGATTGAGTCTATGGTTGACCTAGGTATTTGGGTA 300 
SnigPDH.B               TCATCGTTGACACTTCAAATGGCATCGATCGAGTCTATGGTTGACCTAGGTGTATGGGTA 300 
                        ******** ******************** ********************* * ****** 
SlycPDH2_PREDICTED      ATGAATTCGAAATTCATGCGTATGCCAGTATTTAAGGAGGTGATACTAGGGTTTGTTAAA 360 
SnigPDH.B               ATGAATTCAAAGTTAATGCACATGCCAATATTTAGGGAGGTAATTCAAGGGTTTGTTAAA 360 
                        ******** ** ** ****  ****** ****** ****** ** * ************* 
SlycPDH2_PREDICTED      AGGACATTTTATGAACATTTTTGTGCTGGAAAAGACTTAATTGAAGTAGGAAAGACGGTT 420 
SnigPDH.B               AGAACATTTTATGAACATTTTTGTGCTGGAAAAGACTTGATCGAAGTGCGTAGGACGGTT 420 
                        ** *********************************** ** *****  * * ******* 
SlycPDH2_PREDICTED      AGTAAGTTGTCGAGCCTTGATTTAAAAGGCATGCTTGATTATGGTGTGGAACATGCAATG 480 
SnigPDH.B               AGTAGGTTGTCGAATGTTGGTTTAAAAGGCATGCTTGATTATGGGGTGGAACATGCCACT 480 
                        **** ********   *** ************************ *********** *   
SlycPDH2_PREDICTED      GATAATGAGTCTTGTGATCGAAGTATGAATGTTTTTCTTCAGACAGCCGAATTAACCAAG 540 
SnigPDH.B               GATAATGAGTCTTGTGATCAGAGTATGAAGATTTTTCTTCAGACAGCTGAATTGACCAAG 540 
                        *******************  ********  **************** ***** ****** 
SlycPDH2_PREDICTED      TCTCTTCCATCCTCATCTGTCAGTTTTGTGGTAGTAAAAATAACTGCAATTTGTACACCA 600 
SnigPDH.B               TCACTTCCATCCTCATATGTTAGTTTTGTGGTAGTAAAGGTAACTGCAATTTGTACACCA 600 
                        ** ************* *** *****************  ******************** 
SlycPDH2_PREDICTED      AAGTTGCTCAAAAGAATGAGTGATTTACTGAGATGGGAACAGAAGGATCCTTCATTCAAT 660 
SnigPDH.B               AGACTTCTCAAAAGAATGAGTGATTTGCTTAGATGGGAACAAAAAGATCCATCATTCAAT 660 
                        *   * ******************** ** *********** ** ***** ********* 
SlycPDH2_PREDICTED      CTTCCATGGAAGCAAAAGACGCTTCCACTTTTCGCCGAATCGAGTCCTTTTTATCACACG 720 
SnigPDH.B               CTCCCATGGAAGCAAAATACGCTTCCACTTTTCGCCGAATCGAGCCCTTTTTATCACACG 720 
                        ** ************** ************************** *************** 
SlycPDH2_PREDICTED      TTGAAAAGACCAGAACCTCTAACAATTGAAGAAGAGCGTGATCTACAATTAGGTCGTGAT 780 
SnigPDH.B               TTAAAAAGACCAGAGCCTCTAACGATCGAAGAAGAGCGTGATCTACAATTAGCTCATGAT 780 
                        ** *********** ******** ** ************************* ** **** 
SlycPDH2_PREDICTED      AGACTTGAGAAAATTTGCAAGAAATGCCTGGAACTTGATGTTGAGTTACTCATTGATGCT 840 
SnigPDH.B               AGACTAATGAAAATTTGCAAAAAATGCTTGGAACTTGATGTTGAGTTACTAATTGATGCT 840 
                        *****   ************ ****** ********************** ********* 
SlycPDH2_PREDICTED      GAAGATACAGCTATTCAACCAGCGATTGATTACTTAGCATATTCAGCGGCAATTAAGTAT 900 
SnigPDH.B               GAAGATACAGCAATTCAGCCCGCTATCGATTACTTTGCGTACTCTGCAGCAATTAAATAT 900 
                        *********** ***** ** ** ** ******** ** ** ** ** ******** *** 
SlycPDH2_PREDICTED      CACAAAGAGGATCATCCTTTGTTATTTGGAACAATTCAAGCTTACTTAAAAGACTCAAAA 960 
SnigPDH.B               CACAAAGATGATCACCCTTTGATATTTGGAC----------------------------- 931 
                        ******** ***** ****** ********                               
(…) 
Figura 3.6 - Alinhamento da sequência do cDNA parcial de PDH B de S. nigrum com a sequência prevista de PDH2 de 




Procurou-se, seguidamente, obter as sequências completas de cDNA dos 
genes de PDH por RACE3’. Contudo, tal não chegou a acontecer, por não se terem 
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3.3. Avaliação dos níveis de expressão génica por RT-PCR 
semiquantitativo 
 
 Para tentar esclarecer a correspondência entre os genes codificantes da PDH1 
e PDH2 de A. thaliana e tabaco e os do género Solanum, procedeu-se à avaliação da 
expressão dos genes da PDH pela técnica de RT-PCR semiquantitativo. Foram 
extraídos RNAs da parte aérea e raízes de S. nigrum, assim como de folhas 
senescentes, flores e frutos verdes. Como referido anteriormente, os RNAs foram 
quantificados e a sua qualidade avaliada por eletroforese em gel de agarose (Figura 
3.7). Com base na intensidade das bandas reajustaram-se os volumes de RNA a 









Figura 3.7 - Exemplo de uma separação eletroforética típica em gel de agarose (0,8% (p/v)) de 300 ng das preparações 
de RNA total extraído da parte aérea (A) e de raízes (B) de S. nigrum. 1: Controlo; 2: Tratamento com prolina 100 mM; 
3: Material re-hidratado, após 12 horas de desidratação; 4: Material desidratado; 5: Flores; 6: Folhas senescentes;        
7: Frutos verdes. 
  
Com os cDNAs obtidos das reações de RT realizou-se primeiro um PCR para 
amplificação da tubulina, que foi utilizada como controlo interno. Tendo sido 
analisados os amplificados por eletroforese em gel de agarose, também aqui foram 
ajustados os volumes com base na intensidade das bandas obtidas. Os volumes 
apurados para a tubulina foram depois utilizados aquando da análise eletroforética dos 
amplificados da PDH A e PDH B, para garantir que as diferenças verificadas nas 
bandas corresponderiam de facto a alterações na acumulação de transcritos em cada 
situação. 
 As fotografias dos géis foram analisadas recorrendo a um software de análise 
densitométrica (ImageJ, Image Processing and Analysis in Java), para calcular a 
abundância relativa dos transcritos e assim obter um perfil mais pormenorizado da sua 
acumulação (Figura 3.8). 
A B 
1 4 5 6 7 3 2 3 2 1 
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Figura 3.8 - Análise da acumulação de transcritos da tubulina e PDHs, em S. nigrum, depois da separação 
eletroforética em gel de agarose (0,8% (p/v)). A) Parte aérea; B) Raízes. 1: Controlo; 2: Tratamento com prolina 100 
mM; 3: Material re-hidratado, após 12 horas de desidratação; 4: Material desidratado; 5: Flores; 6: Folhas senescentes; 
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 A análise densitométrica realizada compara a intensidade das amostras com o 
controlo, de modo que as barras a ele correspondentes apresentam valor=1, sem 
desvio padrão. No caso do gene PDH A na parte aérea, a comparação não foi possível 
uma vez que no controlo não havia banda, e assim a barra correspondente tem 
valor=0. Nesta situação, a comparação da banda respeitante à acumulação de 
transcritos de PDH A é feita com ela própria, por não haver banda em nenhuma das 
outras pistas, e assume valor=1. 
 As reações de amplificação dos genes da PDH foram, no início, pensadas para 
serem executadas em regime duplex, isto é, uma reação única para amplificação dos 
genes codificantes das duas isoenzimas. Contudo, não foi possível otimizar as 
condições para a realização das reações seguindo esta abordagem, pelo que se optou 
por realizar as reações em separado para cada um dos genes.  
Na situação de exposição à solução de prolina, no que diz respeito à parte 
aérea, verifica-se um aumento da acumulação de transcritos de PDH A e de PDH B, 
que se mostra até mais proeminente; contudo, não é possível afirmar que há uma 
maior expressão de PDH B em relação à PDH A. É, porém, consensual afirmar que há 
um aumento da expressão de ambos os genes, nesta situação, o que é condizente 
com resultados anteriores (Kiyosue et al. 1996; Nakashima et al. 1998). Em relação às 
raízes, há um aspeto curioso a notar. Há uma diminuição da acumulação de 
transcritos de PDH A, enquanto que se verifica o aumento da acumulação de 
transcritos de PDH B. Ora, se eventualmente se assumir a PDH B de S. nigrum como 
sendo uma PDH2, esta observação contraria o que foi estabelecido nos trabalhos 
publicados até à data, em que se afirma que a maior parte da degradação da prolina 
se atribui à ação da PDH1 (Kiyosue et al. 1996; Mani et al. 2002; Nanjo et al. 2003). 
Contudo, Funck et al. (2010) demonstraram que a PDH2, expressa em levedura, tem 
uma capacidade de degradação da prolina igual à da PDH1. 
No caso da re-hidratação, está reportado um aumento de expressão após o 
restabelecimento do fornecimento de água às plantas desidratadas (Nakashima et al. 
1998). O mesmo se verificou em S. nigrum, para a acumulação de transcritos de    
PDH B, que aumentou em relação à situação controlo, na parte aérea; contudo, houve 
uma diminuição nas raízes. Em relação ao gene PDH A, na parte aérea não houve 
alteração; nas raízes observou-se uma diminuição da acumulação de transcritos. 
Em A. thaliana é reconhecido o caráter antagonista das duas PDHs em relação 
ao stress, uma vez que uma delas (AtPDH1) responde ao stress salino diminuindo a 
sua expressão, e a outra (AtPDH2) responde com o aumento da sua expressão, esta 
última contrariando o que seria esperado (Funck et al. 2010). Também o gene 
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NtPDH2, em tabaco, está reportado como aumentando a sua expressão nas plantas 
na primeira fase da desidratação, assim como em micrósporos sujeitos a stress 
(Ribarits et al. 2007).  
Partindo deste pressuposto, foi incluída na última fase do trabalho uma outra 
situação, referente ao material vegetal desidratado, que reproduz igualmente uma 
situação de stress osmótico. Analisou-se apenas a parte aérea, por não se ter 
conseguido obter cDNAs de raízes em tempo útil. Contudo, é importante realçar a 
observação do resultado referente a esta situação: há um aumento da acumulação de 
transcritos de PDH B, o que não se verifica com os de PDH A, podendo daqui 
estabelecer-se uma primeira ligação entre as PDHs de S. nigrum e as de A. thaliana e 
tabaco, em que a PDH A será a PDH1 e a PDH B a PDH2. 
Em relação às folhas senescentes, está descrito uma forte acumulação de 
transcritos de PDH2 em A. thaliana (Funck et al. 2010). Porém, não se observou esse 
aumento na acumulação de transcritos nas folhas senescentes de S. nigrum. No que 
diz respeito aos órgãos reprodutores, era expectável a presença de transcritos de 
PDH, à semelhança do que é descrito noutros trabalhos (Hare e Cress, 1997; 
Nakashima et al. 1998; Ribarits et al. 2007; Verbruggen e Hermans, 2008; Funck et al. 
2010). Nas flores, está reportada uma expressão mais elevada de PDH2 (Funck et al. 
2010), enquanto que no pólen, no estigma e em embriões em desenvolvimento, não 
se deteta expressão de PDH2, mas o gene PDH1 se encontra a ser fortemente 
expresso. Em S. nigrum, não se detetaram transcritos de nenhum dos genes de PDH 
nas flores, e nos frutos verdes, há um aumento da acumulação de transcritos de     
PDH B em relação ao controlo da parte aérea. Em A. thaliana, o AtPDH2 é pouco 
expresso nas síliquas (Funck et al. 2010). Contudo, se se assumir um padrão 
semelhante ao descrito para as flores, este é mais um dado que aponta no sentido de 
a PDH B de S. nigrum se tratar de uma PDH2, com funções e distribuição 
semelhantes às suas congéneres em A. thaliana e tabaco. 
 
3.4. Deteção da PDH e quantificação da atividade enzimática total  
 
 Para complementar as análises de expressão génica das PDHs, foi também 
estudada a atividade enzimática total, na parte aérea e raízes de S. nigrum, na 
situação controlo e nas situações de exposição à solução de prolina e do material 
sujeito a re-hidratação. 
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O protocolo utilizado resultou de uma intensa pesquisa e debate em torno do 
procedimento mais eficaz e fiável de deteção e quantificação da PDH. De facto, são 
muitos os métodos reportados na literatura, com várias adaptações e alterações aos 
protocolos de origem, algumas delas de caráter duvidoso por não estarem claramente 
fundamentadas. Outro aspeto que dificultou esta pesquisa foram as incoerências na 
nomenclatura e os equívocos nos números de identificação da enzima em vários 
trabalhos. Contudo, estas confusões foram sendo clarificadas com a leitura cuidada de 
várias fontes além dos trabalhos experimentais, e um protocolo para este trabalho foi, 
por fim, estabelecido (ponto 2.6.3. na secção de Materiais e Métodos).  
Este mesmo protocolo sofreu várias otimizações, tendo sido usado um volume 
final de reação bem menor que o descrito em trabalhos anteriores (250 µL), 
recorrendo-se a uma cuvete apropriada para o efeito (UVette – Eppendorf, Alemanha). 
Um dos motivos para tal alteração prendeu-se com a quantidade de reagentes gastos 
na reação, nomeadamente de NAD+, o que a certa altura, com a repetição dos 
ensaios, poderia tornar-se limitativo.  
Os resultados dos ensaios de atividade enzimática realizados nas várias 
situações supramencionadas foram inseridos num gráfico, que consta na Figura 3.9. 













Figura 3.9 - Gráfico representativo dos resultados dos ensaios de deteção e quantificação da atividade enzimática total 
da PDH. A: Controlo; B: tratamento com solução de prolina 100 mM; C: material re-hidratado. PA: parte aérea;                 
R: raízes. Os valores correspondem às médias (± desvio padrão) de triplicados de cada amostra. Os asteriscos 
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 A atividade enzimática da PDH foi, de um modo geral, superior na parte aérea 
quando comparada com as raízes, tendo apresentado um padrão oposto num caso e 
noutro, em relação aos tratamentos.  
Assim, na parte aérea verificou-se uma diminuição da atividade no tratamento 
com a solução de prolina, assim como no material vegetal re-hidratado, o que contraria 
o que seria esperado (Kiyosue et al. 1996; Funck et al. 2010). No caso da exposição a 
prolina exógena numa situação fisiológica normal, o aumento da prolina livre deveria 
refletir-se numa maior atividade da PDH, para retomar o equilíbrio inicial dos níveis de 
prolina (Kishor et al. 2005). Aliás, como observado neste trabalho, há um aumento da 
expressão dos genes codificantes das isoenzimas da PDH em S. nigrum em resposta 
ao tratamento com prolina exógena, que se esperava ver-se refletido na atividade 
enzimática, o que não acontece, verificando-se até uma diminuição da atividade. Na 
raiz, contudo, observa-se o contrário, com um ligeiro aumento da atividade da PDH no 
tratamento com prolina, ainda que não significativo. Também nas raízes das plantas 
re-hidratadas se verifica um aumento da atividade da PDH, este estatisticamente 
significativo. 
Em relação ao efeito antagónico do tratamento com prolina exógena na 
atividade da PDH na parte aérea e raízes, podem avançar-se duas hipóteses. Uma 
delas prende-se com a absorção da prolina da solução, feito através das raízes, 
fazendo com que estas sejam o primeiro órgão a entrar contacto com este aminoácido. 
Portanto, é de antever um efeito de pré-resposta na degradação de prolina nas raízes, 
que poderá limitar, à partida, a quantidade de prolina que é transportada para a parte 
aérea. Esta possibilidade ganha força com a observação do aumento da atividade da 
PDH nas raízes em resposta à exposição a prolina que, não sendo estatisticamente 
significativo, representará o sentido do comportamento da enzima nesta situação. 
Outro aspeto é ainda a capacidade que os sistemas radiculares têm de tamponar a 
nível molecular compostos exógenos tanto inorgânicos como orgânicos (Taiz e Zeiger, 
2010), o que poderá estar a barrar a passagem da prolina, impedindo a sua 
translocação para a parte aérea. 
A segunda hipótese está relacionada com os mecanismos de assimilação de 
azoto nas plantas, e poderá explicar a diminuição da atividade da PDH na parte aérea. 
A prolina fornecida em excesso às raízes pode estar a criar um efeito de feedback 
negativo na absorção de azoto inorgânico pelas mesmas, que se vai refletir na 
diminuição da assimilação de azoto inorgânico na parte aérea (Thornton e Robinson, 
2005). Consequentemente, há menor síntese de compostos azotados, como é o caso 
da prolina, e surge a necessidade de diminuição da atividade da PDH, para equilibrar 
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o pool de prolina livre. Anteriormente, Oliveira e Coruzzi (1999) demonstraram que 
uma fonte azotada na forma de aminoácidos antagoniza a indução da expressão das 
isoenzimas da glutamina sintetase (GS) de A. thaliana, que catalisa o primeiro passo 
de conversão do azoto inorgânico (amónia) em azoto orgânico. Esta hipótese, no 
geral, levanta ainda a possibilidade de estar a acontecer uma regulação pós-tradução 
das PDHs (à semelhança do que também acontece com a GS; Melo et al. 2011). Até à 
data, o que está reportado é que, em A. thaliana, os genes de PDH são regulados ao 
nível da transcrição (Verbruggen e Hermans, 2008; Szabados e Savouré, 2010), não 
tendo sido realizados, no entanto, estudos ao nível da regulação pós-tradução. 
No caso da situação de re-hidratação, no que concerne à parte aérea e tendo 
em conta os resultados da acumulação de transcritos da PDH, em que apenas o gene 
PDH B apresentou um ligeiro aumento da expressão em relação ao controlo, 
acompanhado de uma diminuição da acumulação de mRNAs da PDH A, não seria de 
esperar uma variação muito pronunciada da atividade enzimática. Contudo, a enzima 
sofreu uma diminuição acentuada da sua atividade para cerca de metade do valor 
observado no controlo. Uma hipótese será a de que a re-hidratação foi excessiva, de 
modo que quando foi recolhido o material vegetal, este já se encontraria numa fase 
quase completa de recuperação do estado de desidratação e, portanto, a atividade da 
enzima, depois de experimentar realmente um aumento, teria regressado aos seus 
níveis basais. Porém, assumindo que esses níveis basais se assemelhariam ao 
verificado para o controlo, fica por explicar a diminuição da atividade enzimática. Pode 
considerar-se que o estado de desidratação tenha sido tal que levou a uma perda de 
atividade enzimática, mas isso não aconteceria apenas com a PDH, mas também com 
outras enzimas. É um aspeto que certamente merecerá uma clarificação no futuro. Em 
relação às raízes, a situação assume os contornos esperados, com a atividade da 
enzima a passar para quase o dobro do verificado no controlo. Esta observação torna 
ainda mais difícil de elucidar o que se terá passado com a parte aérea. Contudo, o 
facto de não ter havido correspondência entre a atividade detectada e a acumulação 
relativa dos mRNAs de ambas as PDH reforça a hipótese de esta enzima estar a ser 
fortemente regulada por mecanismos pós-tradução, razão pela qual se procedeu 
também à análise da acumulação de polipeptídeos das PDH por Western blotting. 
Os ensaios de atividade enzimática respeitantes a S. lycopersicum tiveram de 
ser adiados devido à limitação temporal que se foi impondo, consequência também do 
tempo despendido na otimização do protocolo. 
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No decurso da quantificação da atividade enzimática foram então realizados 
ensaios de western blotting para deteção da PDH nos vários órgãos/tecidos de            











Figura 3.10 - Western blot da PDH  para a parte aérea de S. nigrum (1-3) e S. lycopersicum (4-6) – 1, 4: Controlo; 2,5: 
tratamento com solução de prolina 100 mM; 3,6: material re-hidratado. Ao lado, fotografia da membrana antes de 

















Figura 3.11 - Western blot da PDH para as raízes de S. nigrum (1-3) e S. lycopersicum (4-6) – 1, 4: Controlo; 2,5: 
tratamento com solução de prolina 100 mM; 3,6: material re-hidratado. 7-8: Flores, folhas senescentes e frutos verdes 
de S. nigrum, respetivamente. Ao lado, fotografia da membrana antes de incubar com o anticorpo anti-PDH. 
 
 Na parte aérea não foi detetada a acumulação de polipeptídeos da PDH em 
nenhuma das espécies vegetais em estudo. A banda com cerca de 50 kDa que se vê 
no controlo parecia, à primeira vista, condizente com a presença da PDH; contudo, 
depois de comparada com a imagem da membrana antes de incubar com o anticorpo 
específico anti-PDH, e vendo que essa banda já lá se encontrava, concluiu-se que se 
tratava de um artefacto. No que diz respeito às raízes, existe acumulação de 
polipeptídeos de PDH tanto no controlo como nos tratamentos, em S. nigrum. Em             
S. lycopersicum, deteta-se PDH no controlo. Nas flores, folhas senescentes e frutos 
verdes de S. nigrum não se detetou qualquer presença proteica da PDH. 
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 Confrontando estes resultados com os da atividade enzimática, mais uma vez 
surge um paradoxo. Na parte aérea, que apresenta os níveis mais elevados de 
atividade, não se deteta a presença da PDH. Nas raízes, o western blot mostra-se 
concordante com os restantes resultados. O que estará, afinal, a acontecer na parte 
aérea? Pode sempre colocar-se a hipótese de a quantidade de proteína carregada 
para a parte aérea não estar a ser suficiente para a deteção da PDH. Nesse caso, de 
futuro, dever-se-ia repetir estes ensaios de western blotting, utilizando maior massa de 
proteína para analisar a parte aérea. Em relação às raízes, a deteção de uma 
acumulação razoável de polipeptídeos da PDH apesar de uma atividade mais baixa 
poderá significar a existência de modificações pós-tradução sofridas pela proteína 
neste órgão. 
  
3.5. Obtenção de plantas de S. nigrum L. e S. lycopersicum L. com 
silenciamento do gene da PDH 
  
 Para potenciar o aumento da acumulação de prolina nas espécies vegetais em 
estudo, pensou-se obter plantas com o silenciamento dos genes da PDH, recorrendo a 
uma construção antisense, abordagem já adotada em trabalhos com A. thaliana e 
tabaco (Nanjo et al. 1999; Kochetov et al. 2004; Ibragimova et al. 2012). Na construção 
realizada, no plasmídeo pGreen0229, foi colocado um fragmento do cDNA de PDH B 
de S. nigrum em orientação antisense sob o controlo de um forte promotor constitutivo, 
o promotor 35S do Vírus do Mosaico da Couve-flor (CaMV 35S). Como terminador, 
utilizou-se um gene truncado de glutamina sintetase de batateira, o Stgs1bO. 
 Depois da introdução de cada elemento da construção no pGreen0229 e 
transformação em células competentes de E. coli DH5α, foram feitas restrições para 
rastreio das colónias positivas de cada transformação. Assim, após a clonagem do 
promotor CaMV 35S, foram usadas as enzimas SpeI e XbaI, e os clones de cujo 
plasmídeo se extraiu uma banda de 800 bp foram confirmados como positivos para a 




Figura 3.12 - Análise por eletroforese em gel de agarose (0,8% (p/v)) das 
restrições para rastreio de colónias positivas para a ligação 
pGreen0229+CaMV 35. M: GeneRuler
TM
 1kb DNA Ladder (Thermo 
Scientific). A seta indica o fragmento de 800 bp confirmativo de um clone 
positivo. 
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 O clone selecionado foi utilizado para prosseguir com a clonagem seguinte, 
para inserção do fragmento de cDNA de PDH B. Seguindo o mesmo processo, para o 
rastreio das colónias positivas foi usada a enzima NcoI, e os casos em que se obteve 
uma banda com 250 bp foram tomados como positivos (Figura 3.13). 
 
 
Figura 3.13 - Análise por eletroforese em gel de agarose (0,8% (p/v)) das 
restrições com NcoI para rastreio de colónias positivas para a ligação 
pGreen0229+CaMV 35+PDH B. M: GeneRuler
TM
 1kb DNA Ladder (Thermo 




 Um dos clones positivos da clonagem anterior foi então utilizado para a 
inserção do último elemento da construção, o terminador Stgs1bO. Para o rastreio das 
colónias positivas para a transformação foram usadas as enzimas EcoRI e XhoI, de 
modo a extrair um fragmento com cerca de 700 bp. Conseguiu-se um clone positivo 
(Figura 3.14), que foi enviado para sequenciar. 
 
  
Figura 3.14 - Análise por eletroforese em gel de agarose (0,8% (p/v) das 
restrições duplas com EcoRI e XhoI para rastreio de colónias positivas 
para a ligação pGreen0229+CaMV 35+PDH B+Stgs1bO.                         
M: GeneRuler
TM
 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific). A seta indica o 
fragmento de 700 bp confirmativo de um clone positivo. 
 
  
Tendo-se confirmado a presença de todos os elementos da construção, a 
mesma foi depois utilizada para transformar células competentes de Agrobacterium 
tumefaciens GV3101::pMP90. Chegou a avançar-se para a transformação de 
explantes foliares de S. nigrum e S. lycopersicum, não se tendo conseguido, contudo, 
obter a regeneração de novas plantas. Suspeita-se que o meio utilizado não tenha 
sido o adequado para provocar a organogénese a partir dos tecidos transformados. 





M 1 2 3 4 
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 A PDH é uma enzima relativamente desconhecida, havendo poucos estudos 
pormenorizados a seu respeito, sendo estes principalmente a nível da caracterização 
bioquímica. Quanto a estudos de expressão génica e distribuição espacial na planta, 
destacam-se dois trabalhos, em A. thaliana e tabaco, que fazem uma cobertura 
bastante minuciosa destes aspetos, e que descrevem a existência de dois genes 
codificantes de duas isoenzimas de PDH, cujas funções se revelaram não 
redundantes, apesar de uma distribuição ligeiramente sobreponível. Assim, neste 
trabalho, pretendeu-se alargar o conhecimento destas isoenzimas em duas espécies 
vegetais relevantes para o panorama científico: S. nigrum, planta descrita como 
fitorremediadora, e S. lycopersicum, espécie agrícola de grande importância 
económica.  
O trabalho teve como ponto de partida uma análise filogenética, realizada com 
sequências codificantes de PDHs de várias espécies vegetais de 3 famílias de 
Dicotiledóneas, que permitiu reforçar a premissa de que existirão duas isoenzimas de 
PDH nas plantas superiores, cuja separação é, no entanto, posterior à divisão em 
famílias.  
Foram ainda isolados e clonados com sucesso os cDNAs parciais que 
codificam os genes de PDH em S. nigrum. e S. lycopersicum, tendo-se usado os 
mesmos para estudos de expressão génica. Os genes PDH1 e PDH2 estudados em 
A. thaliana e N. tabacum mostraram ter padrões de expressão diferentes, tendo 
curiosamente o PDH2 um aumento de expressão em situação de stress, 
contrariamente ao esperado, e cuja função permanece por desvendar. Para verificar 
qual das isoenzimas de Solanum cumpriria, respetivamente, a função da PDH1 e 
PDH2 de A. thaliana foram feitos estudos de expressão génica através da avaliação 
da acumulação de transcritos por RT-PCR.  
Estes estudos permitiram chegar a uma primeira indicação sobre a 
correspondência entre as PDHs de Solanum e as de A. thaliana e tabaco, 
nomeadamente através do resultado em que se verificou um aumento da acumulação 
de mRNAs do gene PDH B de S. nigrum em resposta à desidratação, à semelhança 
do que está descrito para os genes PDH2 das espécies para as quais já existem 
estudos de expressão e distribuição mais detalhados. Assim, tal como nas outras 
espécies estudadas, a PDH A corresponderá à PDH1 e terá a seu cargo 
fundamentalmente a degradação de prolina acumulada durante o stress quando as 
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circunstâncias regressam à normalidade (portanto, durante a fase pós-stress, de 
recuperação). A PDH B corresponderá à PDH2, a qual se pensa ter um papel 
importante na homeostasia da prolina no tecido vascular, principalmente em condições 
de stress promotoras da acumulação deste aminoácido. 
 Os estudos ao nível da atividade enzimática da PDH permitiram confirmar, para 
S. nigrum, alguns dos resultados obtidos em trabalhos feitos com outras espécies 
vegetais, nomeadamente no que diz respeito à sua expressão nas raízes. Neste 
órgão, tanto a acumulação de transcritos como os ensaios de atividade enzimática se 
revelaram concordantes com observações anteriores, em que se detetou maior 
expressão dos genes de PDH nas raízes, e um aumento da atividade da enzima em 
resposta ao fornecimento de prolina exógena e durante a re-hidratação. No que diz 
respeito à parte aérea, os resultados conseguidos neste trabalho mostraram-se mais 
desafiantes, uma vez que tanto na exposição à prolina como na situação de re-
hidratação, as observações foram contrárias ao descrito até à data, isto é, verificou-se 
a diminuição da atividade enzimática em resposta a dois fatores que deveriam 
potenciá-la. No caso das plantas expostas a prolina, a diminuição da atividade 
enzimática pode atribuir-se a um mecanismo de feedback negativo ao nível da 
absorção de azoto inorgânico na parte aérea, ou então à retenção da prolina exógena 
pelas raízes de S. nigrum. No caso da re-hidratação, a diminuição ainda mais 
acentuada da atividade é um resultado mais problemático, em que as hipóteses 
plausíveis se prendem com um possível estado de re-hidratação excessivo em que a 
ação da PDH já não estaria a ser necessária, ou com a possibilidade de a 
desidratação prévia ter sido demasiado agressiva levando à degradação da enzima. 
 Quanto à deteção da acumulação de polipeptídeos de PDH, aferida pelos 
ensaios de western blotting, não se verificou presença da enzima na parte aérea, 
apesar de ser esta parte da planta com os maiores valores de atividade, concluindo-se 
que é necessário voltar a repetir os blots, talvez aplicando maior quantidade de 
proteína para se conseguir detetar a PDH. Em relação às raízes, foi razoavelmente 
detetada a acumulação de polipeptídeos da PDH, em concordância com os resultados 
da atividade e da acumulação de mRNAs e a sua menor atividade poderá resultar de 
modificações pós-tradução sofridas pela proteína. 
 Foi elaborada uma construção antisense para silenciamento da PDH nas 
espécies vegetais em estudo com o objetivo de potenciar a acumulação de prolina, 
integrando um fragmento de cDNA do gene PDH B. A mesma foi testada para a 
presença de todos os elementos necessários (promotor e terminador, além do 
fragmento de cDNA), tendo-se se confirmado que a construção estava completa e 
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pronta a ser usada. A transformação de explantes de folha de S. nigrum e S. 
lycopersicum com Agrobacterium contendo a construção antisense acabou por não ser 
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5. Perspetivas futuras 
 
 Este trabalho foi planeado sob expetativas ambiciosas, que não foram 
satisfeitas na totalidade; revelou-se, porém, bastante produtivo na medida em que 
permitiu estabelecer uma plataforma de base para o estudo da PDH nas espécies 
vegetais utilizadas. Foram otimizadas várias técnicas, tanto de biologia molecular 
como de bioquímica, que permitirão no futuro avançar ainda mais no conhecimento 
sobre esta enzima e de uma maior clarificação do seu papel nas plantas. 
 Assim, em próximos trabalhos, seria fundamental repetir os estudos de 
expressão génica e de atividade enzimática em S. nigrum, alargando o leque de 
situações experimentais a outras situações como, por exemplo, a exposição a metais 
pesados e outros poluentes, dado o interesse desta planta como ferramenta de 
fitorremediação; e levar a cabo estes estudos em S. lycopersicum, espécie para a 
qual, por limitação de tempo, não foi possível realizá-los. No caso desta planta, seria 
interessante investigar, além dos tratamentos abordados neste trabalho, a salinidade e 
o alagamento, que são dois fatores limitantes do cultivo de espécies agrícolas. Para as 
duas espécies, o estudo ao longo do desenvolvimento seria também importante, para 
comparar com trabalhos anteriores que relatam diferenças de expressão e distribuição 
das duas PDHs ao longo das diferentes fases de crescimento das plantas. 
 Um último aspeto a explorar prende-se com os mecanismos de regulação das 
PDHs nestas espécies vegetais, uma vez que, estando reportada a regulação ao nível 
da transcrição dos genes codificantes das isoenzimas da PDH, se evidenciou neste 
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Anexo 1: Sequências de PDH de Solanaceae  
 
>gi|460372586|ref|XM_004232062.1| PREDICTED: Solanum lycopersicum 































>gi|460372588|ref|XM_004232063.1| PREDICTED: Solanum lycopersicum 
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>gi|565342296|ref|XM_006338233.1| PREDICTED: Solanum tuberosum proline 































>gi|565342298|ref|XM_006338234.1| PREDICTED: Solanum tuberosum proline 
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>gi|49182343|gb|AY639145.1| Nicotiana tabacum proline 
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>gi|49182345|gb|AY639146.1| Nicotiana tabacum proline 
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Anexo 2: Conjunto de sequências de PDH utilizadas na análise 
filogenética (conforme introduzido no MEGA6) 
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Anexo 3: Composição das soluções utilizadas 
 
Tampão de amostra para RNA 
Ficol (400) 15% (p/v) 
Xilenocianol 0,05% (p/v) 
 
Tampão de amostra para DNA 
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v) 
EDTA 2 mM 
Glicerol 12,5% (v/v) 
 
Tampão STET 
Tris-HCl 50 mM (pH=8,0) 
Triton X-100 0,1% 
EDTA 50 mM 
Sacarose 8% (p/v) 
 
Tampão de amostra para SDS 
Tris-HCl 0,25M (pH=6,8) 
Azul de Bromofenol  0,25% (p/v) 
β-mercaptoeptanol 20% (v/v) 
SDS 8% (p/v) 
Glicerol 40% (v/v) 
 
Tampão de Corrida SDS-PAGE 
Tris base 0,25 M 
Glicina 1,9 M (pH=8,3) 
SDS 1% (p/v) 
 
Tampão de Transferência 
Tris base 0,25 M 
Glicina 1,9 M (pH=8,3) 




             Clonagem e caracterização molecular e funcional dos genes da Prolina Desidrogenase (PDH) 




Meio LB líquido 
Triptona 10 g/L 
Extrato de Levedura 5 g/L 
NaCl 10 g/L 
 
LB-agar 
Triptona 10 g/L 
Extrato de Levedura 5 g/L 
NaCl 10 g/L 




MS (Duchefa Biochemie, Holanda) 
NAA 1 mg/L 
BA 2 mg/L 




MS (Duchefa Biochemie, Holanda) 
NAA 1 mg/L 
BA 2 mg/L 
Sacarose 3% (p/v) 
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Mapa do vetor pJET1.2 (ThermoScientific, E.U.A.) e sequência do local múltiplo de clonagem; 
promotor T7 (usado como primer para sequenciação) assinalado a verde. 
